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opment,	 where	 pre-TCR	 (T	 cell	 receptor)	
and	 TCR	 functions	 promote	 thymocytes	 to	
survive,	mature	 and	 choose	 a	 cell	 fate.	 The	
mechanisms	 controlling	 these	 events	 are	
based	on	signal	intensity	after	receptor	stim-












RasGRP1,	 one	 of	 these	 DAG-regulated	 pro-
teins,	 is	 responsible	 of	 Ras-Erk	 activation	
during	T	cell	development.	It	 is	known	that	
RasGRP1	activity	depends,	 in vitro,	 on	DAG	
binding	to	 its	C1	domain,	but	 the	relevance	
of	this	fact	in vivo	has	not	been	shown.	Fur-










DAG	 dynamics	 during	 antigen	 recognition.	
The	 use	 of	 these	 bio-probes	 in	 transgenic	




membranes	 and	 receptor-induced	 DAG	 is	
produced	at	the	immune	synapse.	In	this	last	
situation,	 lipid	accumulation	 is	strictly	con-







this	 specific	 location	 after	TCR	 stimulation.	
Our	 results	 have	 shown	 a	 general	 attenua-
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Los	 linfocitos	T	 son	 células	 centrales	 en	
el	 sistema	 inmune,	 capaces	 de	 coordinar	 y	
generar	diversas	respuestas	adaptativas	en	
función	 de	 la	 situación	 patológica	 que	 se	






Las	 subpoblaciones	 de	 linfocitos	 T	 se	
generan	en	el	timo,	a	partir	de	precursores	
tempranos	 comunes,	 y	 son	 células	 CD8	 o	
citolíticas,	 células	 CD4	 efectoras,	 linfocitos	
T	 gδ,	 células	 NKT	 y	 células	 T	 reguladoras.	
Todas	 estas	 células	 expresan	 en	 su	 super-










así	como	 la	 función	efectora	de	 los	 linfoci-
tos	se	lleva	a	cabo	gracias	al	reconocimiento	
por	parte	del	receptor	de	las	células	T	(TCR)	
de	 péptidos	 o	 antígenos	 presentados	 por	
moléculas	del	complejo	mayor	de	histocom-
patibilidad	(MHC)	presentes	en	células	pre-





(121, 126, 189, 551))
Tolerancia inmunológica
La	 gran	 diversidad	 de	 reconocimiento	
por	 las	 células	 T	 requiere	 de	 un	 estricto	
Fig I1: Principales mecanismos de control que establecen la tolerancia de células T en timo y órganos secundarios periféricos. 
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Fig I2: Inmunodeficiencias causadas por defectos en desarrollo tímico en ratones y humanos.
458),	que	eliminan	también	linfocitos	con	TCR	
autorreactivos.	Además	en	el	 timo	se	gene-
ran	 las	 células	T	 reguladoras,	 esenciales	en	
la	modulación	de	las	respuestas	efectoras	del	
resto	de	células	T	(183, 323, 403).	
En	 los	 órganos	 periféricos	 se	 controla	





T	(10, 199, 469, 478).	Los	clones	autorreactivos	que	
han	evadido	el	proceso	de	 control	del	 timo	







sus	 funciones	 efectoras	 mediante	 mecanis-
mos	de	ausencia	de	activación	denominados	
anergia	(19, 79, 277, 354, 396, 398).	
control	 al	 mismo	 tiempo.	 Los	 linfocitos	 se	
enfrentan	 a	 una	 gran	 cantidad	 de	 antíge-
nos	 susceptibles	 de	 activarlos;	 cuando	 esto	
ocurre	su	potencial	de	expansión	es	enorme.	
Además	 estos	 linfocitos	 activados	 poseen	
capacidad	de	migrar	y	 extravasarse	a	otros	
tejidos;	 todo	 esto	 hace	 imprescindible	 que	
las	 células	 T	 adquieran	 capacidad	 de	 dis-
cernir	entre	lo	propio	y	lo	ajeno	y	de	regular	
las	propias	respuestas	generadas.	Estos	me-





el	desarrollo	de	 los	 linfocitos,	 y	periféricos,	
que	regulan	la	reactividad	de	las	poblaciones	
maduras	(146)	(fig I1).
En	 el	 timo	 se	 producen	 procesos	 de	
edición	de	 receptores	 autorreactivos,	 cuyas	
cadenas	son	reemplazadas	por	otras	o	cuya	
expresión	diluida	 (314)	 y	mecanismos	de	de-
leción	clonal	o	selección	negativa	 (321, 438, 448, 
ZAP70                             
Mutación W613C SH2 (ratón)                   Sel positiva y negativa; céls Treg               Artritis autoinmune (AR) crónica    
Mutación Y315/319A (ratón)                    Sel positiva y negativa; céls Treg               Susceptibilidad autoinmunidad 
Mutación locus zap70  (hum)                    Ausencia céls CD8; CD4 no respuesta      SCID 
PTEN
KO: interrupción locus (ratón)                   Sel negativa afectada                                   Autorreactividad periferia
                                                                                                                                                    
LAT
Mutación Y136F unión PLC (ratón)        Sel positiva y negativa; céls Treg              Linfoproliferación y autoinmunidad
CTLA-4
KO: interrupción locus (ratón)                  Sel negativa; función Tregs                        Diabetes tipo1 
Interrupción locus (humano)                    N.D.                                                                    Tiroiditis autoin,sind Grave, diabetes 1
RasGRP1
Mutación espontánea/KO (ratón)            Sel positiva; céls Treg                                    Autoinmunidad similar a SLE 
Tránscritos aberrantes ARNm (hum)      N.D.                                                                     SLE 
Desequilibrio ligamiento locus (hum)     N.D.                                                                     Diabetes tipo 1
FoxP3
Mutaciones espontáneas (hum)                N.D.                                                                    Síndrome IPEX , autoinmunidad 
Mutación espontánea (ratón)                    Función reguladora ineficiente                 Autoinmunidad
Aire
KO: interrupción locus (ratón)                  Selección negativa                                         Autoinmunidad, síndrome Sjogren
Mutación espontánea (humano)              N.D.                                                                     Autoinmunidad;  sind APECED, APS1 
B7
Bloqueo farmacológico (ratón)                Selección negativa                                         Autoinmunidad e inflamación
Cbl 
KO c-Cbl/Cbl-b (ratón)                                 Selección positiva aumentada                   Autoinmunidad espontánea
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Aunque	 estos	 mecanismos	 de	 tolerancia	
periféricos	 colaboran	 en	 el	 control	 de	 las	
respuestas	 inmunes	 y	 la	 autorreactividad	







El timo: la tolerancia empieza con 
la educación
Al	mismo	tiempo	que	genera	gran	diver-









selectivo	de	 las	 células,	 por	 el	 que	 tan	 sólo	
el	5%	de	ellas	llegarán	a	ser	linfocitos	madu-
ros.	El	resto	son	eliminadas,		lo	que	provoca	
que	 el	 timo	 posea	 una	 elevadísima	 tasa	 de	
muerte	celular.
Estructuralmente	 el	 timo	 consta	 de	 un	
córtex	rico	en	células	epiteliales	tímicas	cor-
ticales	(cTECs)	y	una	médula	con	células	epi-
teliales	medulares	(mTECs)	 (15, 345, 346).	Otros	
tipos	 celulares	 como	 macrófagos	 y	 células	





que	 educarán	 a	 los	 precursores	 linfoides	
para	el	reconocimiento	ajeno	futuro.
Así	 por	 ejemplo	 las	 células	 epiteliales	






de	 inflamación	 (332).	En	paralelo,	para	 la	 se-
lección	de	CD4s	mediada	por	estas	cTECs,	se	
han	 desarrollado	mecanismos	 de	 autofagia	







de	 clase	 II	 y	moléculas	 de	 co-estimulación,	
por	un	lado	(16, 261),	y	a	una	expresión	génica	
de	antígenos	diferencial,	por	otro	(PGE,	pro-
miscuous gene expression)	(96, 129).	Este	último	
proceso	se	basa	en	 la	presentación	de	antí-
genos	específicos	de	otros	 tejidos	 (TSA,	 tis-








presión	 en	 superficie	 de	 los	 co-receptores	




CD8-),	 para	 expresar	 ambos	 y	 progresar	 al	
estadío	 doble	 positivo	 (DP	 CD4+CD8+).	 Fi-
nalmente	extinguen	 la	expresión	de	uno	de	
los	dos	y	se	convierten	en	células	especiali-
zadas	 cooperadoras	 o	 citolíticas;	 mientras	
permanecen	en	timo	se	denominan	simples	
positivas	(SP	CD4+	ó	CD8+).
En	 las	 primeras	 etapas	 los	 progenitores	
ETPs	(early thymocyte precursors)	progresan	
desde	la	unión	cortico-medular	a	la	zona	sub-
capsular	 por	 la	 señalización	 de	 las	 quimio-
quinas	CXCR4	y	CCR7 (299, 352).	En	esta	etapa	
las	 células	 no	 expresan	 ningún	 co-receptor	
(DN)	 y	 diferencian	 gracias	 a	 las	 señales	 de	
las	moléculas	Notch	e	 IL-7,	distinguiéndose	





(c-Kit+CD44+CD25-)	 proliferan	 y	 diferen-
cian	hacia	DN2	(c-Kit+CD44+CD25+),	en	los	
que	 se	 induce	 la	 expresión	de	RAG	 (recom-
bination activating gene)(326, 416) y	 comienza	




A	partir	 de	 este	 estadío	DN2	 se	 generan	














canzan	 el	 estadío	DN3	 (c-Kit-CD44-CD25+)	
en	el	cual	expresan	una	cadena	b	reorganiza-
da	y	una	cadena	pre-a	 formando	el	preTCR	
(102).	 Este	 preTCR	 es	 capaz	 de	 señalizar	 de	




ecuadamente	y	 son	 funcionales,	 capaces	de	
responder	 eficientemente	 a	 las	 señales	 del	
receptor,	 avanzan	 en	 el	 proceso	 (selección 
b) (248, 249).	 Las	 señales	 del	 preTCR	 en	 este	
punto	 provocan	 la	 proliferación	 y	 super-
vivencia	 de	 los	 timocitos	 para	 aumentar	 el	
número	 de	 células	 generadas,	 produciendo	




























































































mecanismos	que	 controlan	 la	 transcripción	
de	 ambas	moléculas.	 En	 esta	 transición	 de	
DN	 a	 DP	 son	 importantes	 los	 factores	 de	
transcripción	 TCF-1,	 LEF-1,	 RORg	 y	 Runx1,	
implicados	en	la	expresión	de	TCR,	CD4,	CD8	
y	en	la	supervivencia	de	los	timocitos	(161, 187, 





tex	a	 la	médula	gracias	a	 señales	de	 la	qui-
mioquina	 CCR7	 (237, 239, 299).	 Previamente	 al	
progreso	de	 los	DP	a	 SP	 sucede	 también	 la	
selección	 de	 otro	 linaje	 celular;	 las	 células	





tan	 IL-4	 e	 IFN-g.	 Son	 linfocitos	 con	 TCRab	
que	 derivan	 de	 timocitos	 DP	 pero	 se	 desa-
rrollan	por	restricción	de	CD1d	mediada	por	
interacciones	homotípicas	con	otras	células	
DP	 (134, 140).	 Hasta	 el	 momento	 se	 sabe	 que	













(muerte	 por	 falta	 de	 estimulación)	 (226).	 De	
esta	manera	se	descartan	células	 con	cade-
nas	mal	 reorganizadas	 o	 cuyos	TCRs	 trans-
miten	señales	por	debajo	del	umbral	necesa-
rio	(3, 4, 14).	
Si	 el	 reconocimiento	del	 complejo	pépti-
do-MHC	por	parte	del	TCR	es	adecuado	este	
último	 transmite	 señales	 que	 producirán	
el	progreso	del	 timocito	en	el	desarrollo	en	
un	proceso	denominado	selección positiva	
(138, 215, 219, 459, 479):	se	aumenta	la	expresión	de	
TCRab	en	superficie	y	se	induce	la	expresión	
de	marcadores	como	CD69	ó	CD5.	Al	mismo	








afinidad	 por	 los	 pMHC	 se	 eliminarán.	 Esta	
limpieza	final	del	repertorio	de	células	T	se	
conoce	como	selección negativa (336, 448, 459).	
Tanto	la	selección	positiva	como	la	negativa	













y	 son	 las	 encargadas	 de	 la	 eliminación	 de	
clones	 autorreactivos	 que	 han	 escapado	 al	
control	del	timo	(136, 258, 403, 561).
Tanto	 la	 selección	 negativa	 como	 la	 ge-
neración	de	células	reguladoras	son	hechos	
imprescindibles	 en	 el	mantenimiento	 de	 la	
tolerancia	 y	 prevención	 o	 susceptibilidad	 a	
la	autoinmunidad	(fig I2).	










dirigen	 a	 los	 órganos	 linfoides	 secundarios	
(64, 287).	
Mecanismos moleculares de se-
ñalización en timo
La	 generación	 de	 todos	 los	 linajes	 T	 de-
scritos	 así	 como	 de	 la	 diversidad	 clonal	 en	
ellos	se	consigue	gracias	no	solamente	a	los	
distintos		microambientes	del	timo,	especia-





Las primeras etapas del desarrollo: se-
ñalización por Notch e IL-7 
Durante	este	proceso	las	señales	proveni-
entes	de	IL-7	y	de	Notch	son	esenciales	para	
la	 supervivencia,	 viabilidad	 y	 expansión	 de	
los	timocitos.	
La	 señalización	mediada	 por	 el	 receptor	
Notch	y	sus	efectores	es	clave	en	desarrollo	




ETPs	hasta	DN3	 (476, 545),	aunque	 la	proteína	
es	detectable	hasta	el	estadío	de	ISPs	(80, 110).	
Durante	estas	etapas	es	esencial	para	asegu-
rar	 el	 programa	génico	que	 induce	 linaje	T	
y	para	dar	señales	de	supervivencia	durante	
la	 selección	 b	 (revisado	 en	 (546)),	 mediante	
su	interacción	con	su	ligando	Delta4,	expre-
sado	con	preferencia	en	córtex	 (182).	Tras	su	






ción	de	 los	 linfocitos	 es	 la	 señalización	por	
la	 citoquina	 IL-7;	 su	 receptor	 está	 formado	
por	 una	 cadena	 común	 a	 otras	 citoquinas,	
IL-2Rg/CD132,		y	una	cadena	IL-7Ra/CD127	
específica	para	IL-7	y	altamente	regulada	en	


















































































































miten	 la	 señal	 a	 través	de	STAT5	principal-
mente,	 el	 cual	 se	 transloca	 al	 núcleo	 para	
activar	la	transcripción	de	genes	implicados	




a	 transmitir	 señales	 de	 proliferación	 o	 su-
pervivencia	celular.	
Los	 niveles	 de	 IL-7Ra	 son	 elevados	 du-
rante	 las	 fases	DN1-2	 (97, 495),	 disminuyendo	









Señalización del preTCR y el TCR: gene-
ración de la diversidad y funcionalidad de 
las células T
El	preTCR	expresado	por	los	timocitos	DN	
y	 el	 complejo	 TCRab/CD4/CD8	 expresado	
por	 las	 células	 DP	 son	 los	 responsables	 de	









lares,	 los	 mecanismos	 de	 transducción	 de	
señales	generarán	diferencias	en	los	factores	
de	 transcripción	 activados,	 provocando	 así	
respuestas	 biológicas	 distintas	 entre	 unos	
receptores	y	otros	(fig I3).	
La	señalización	eficiente	del	preTCR	pro-
voca	 la	 proliferación	 de	 los	 timocitos,	 pre-
vención	de	apoptosis,	 exclusión	alélica	y	 fi-





el	 proceso	 de	 maduración	 y	 provoquen	 la	
elección	de	un	linaje	u	otro	(CD4,	CD8,	célula	
T	reguladora).	
Selección b y exclusión alélica
El	 preTCR	 se	 expresa	 en	 la	 células	DN	y	
transmite	señales	de	manera	independiente	
de	 antígeno,	 se	 cree	 que	 quizá	 debido	 a	 su	

























Selección positiva y negativa
Ambos	procesos	están	controlados	por	el	
TCR	y	sus	cascadas	de	señalización,	aunque	
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TCR/CD3
KO CD3δ: defecto sel. positiva
KO CD3ζ: parada transición DN a DP
Mutación TCRα: parada sel. positiva
Lck
KO: parada transición  DN a DP
Mutante dominio SH3: parada transición DN a DP
Mutante interacción CD4/8: 
                                   defecto sel. positiva y negativa
Mutante dnLck: defecto selección positiva y negativa.
Expresión transgén Lck: redirección de linaje según
                                   actividad quinasa expresada.
ZAP70
KO: parada en DP, defecto selección positiva y negativa
Mutante espontáneo KD: parada DP
Mutante Y315F: defecto sel. positiva
                                sel. negativa retrasada
Mutante Y315/319A: defecto sel. positiva y negativa
   deficiente generación Tregs
Mutante espontáneo dominio SH2 (SKG): 
                                         defecto sel. positiva y negativa
                                         deficiente generación Tregs
KI condicional, expresión DP: función en elección linaje
                                más proteína ZAP70 para generar CD8
LAT
KO: parada transición DN a DP
KO condicional DP: defecto sel. positiva y negativa
Mutante Y136F: defecto sel. positiva y negativa
            fallo generación y función Tregs
Mutante Y171/191/226F: parada DN a DP
        defecto generación y función céls T γδ
Mutante 4YF: fallo transición DN a DP
SLP76
KO: parada transición DN a DP
KO condicional DP: parada DP
                                      desbalanceo hacia CD8
Mutante Y145F: defectos sel. positiva y negativa
ADAP
KO: defecto sel. positiva y negativa
GADS
KO: defecto sel. positiva y negativa
Vav1
KO: defecto sel. positiva 
        sel. negativa parcialmente afectada
Mutante KD: defecto sel. positiva y negativa
Mutante dominio PH: selección CD8s favorecida
Itk
KO: parada parcial DN 
       fallo sel. positiva CD4
       ratios CD8/4 alterados
       aumento CD8 innatas
PLCγ
KO condic. céls T: fallo sel. positiva y negativa
                                  defecto generación Tregs
RasGRP1/Ras/MEK/Erk
RasGRP1 KO: defecto sel. positiva
                          fallo generación Tregs
Ras caV12: parada transición DN a DP
Ras dnN17: defecto sel. positiva
MEK inhibición farmacológica: fallo sel. positiva
                          se favorece linaje CD8
MEK ca: aumenta selección positiva
Erk KO: selección positiva
Erk ca: aumenta selección CD4
Egr1 KO: fallo sel. positiva
Id3 KO: defecto sel. positiva y negativa
E47 KO: defecto sel. positiva
SAP-1 KO: defecto sel. positiva
MKKK6/MKK6/p38, Jnk
MINK,MKKK6 KO: impedida sel. negativa
MKK6 KO: fallo sel. negativa
MKK6 sobreexpresión: aumenta sel. negativa
MKK6 dn: defecto sel. negativa
p38 inhibición farmacológica:  fallo sel. negativa
                                         selección positiva afectada
p38 KD: defecto sel. positiva
Jnk dn: selección negativa afectada
Nur77/NOR1
Nur77 KO: sin defectos obvios
Nur77 dn: selección negativa impedida
Nur77 CA: aumento apoptosis
Nor1  sobreexpresión: aumento apoptosis
PKCθ/CARMA/IKK/NF-κB
PKCθ KO: sel. positiva afectada
CARMA KO: parada parcial DN 
            defecto generación Tregs
Bcl10 KO: parada DN 
IκΒ CA: defecto selección CD4
IκΒ dn: fallo DN a DP
Calmodulina/Cnb/NFAT
Calmodulina KO: impedida sel. positiva
Calcineurina B KO: defecto sel. positiva
NFATc1/c3 KO: defecto sel. positiva
CD28/B7
B7 KO: defectos sel. negativa
CD28 KO: selección negativa afectada
                    fallo generación Tregs
SHP1/SHP2
SHP1 ν/ν (KO espontáneo): selec. positiva y negativa aumentadas
              aumento número Tregs 
SHP1 dn: selec. positiva aumentada
SHP2 KO: parada parcial DN a DP
                   menor selección CD4s
PTEN
KO: selección negativa impedida
c-Cbl
KO: selección positiva de CD4 aumentada
       delección clonal aumentada
CTLA-4
CTLA-4/CD28 KO: no defectos selec. negativa
Csk
KO: parada transición DN a DP
       defecto sel. de CD4 SP
DGKs
DGKα/DGKζ KO: defectos selección positiva
Bcl-2
Bim KO: defecto sel. negativa 
Bax/Bak KO: impedido death by neglect
                          impedida sel. negativa
Bcl-x KO: menor supervivencia céls DP
PI3K/Akt
p110γ KO: fallo transición DN a DP
                     aumento apoptosis
p110γ/δ KO: selección β deficiente
PDK1 KO células T: bloqueo DN4
Akt ca: aumento supervivencia DP
Akt1/2 KO: aumento muerte selección β
Grb2



























































































central,	la	vía	de	RasGRP1-Ras-Erk	(115, 335, 359, 





(63)	 y	 NF-kB	 (204)	 así	 como	 SAP-1/Elk4	 (84),	
Egr-1	 (39, 426)	e	 Id3	 (381),	regulados	estos	últi-
mos	directamente	por	la	activación	de	Erk.	





SLP-76	y	PLCg1	(127, 208, 279, 450, 494).	Sin	embar-
go,	 existen	 proteínas	 que	 juegan	 un	 papel	
específico	en	la	señalización	negativa,	como	
son	las	MAPK	Jnk	y	p38	(145, 185, 380, 464, 481),	las	
proteínas	 pro-apoptóticas	 Bcl-2,	 Bax	 y	 Bak	
(48, 373),	la	histona	deacetilasa	HDAC7	(94)	y	el	
factor	de	transcripción	Nur77	(532).	Reciente-














primer	 momento	 se	 describieron	 mecanis-









del	 MHC	 no	 es	 indispensable	 en	 selección	







o	para	 los	 co-receptores	CD4/CD8,	 el	desa-
rrollo	 de	 tratamientos	 para	 eliminar	 éstos	
en	 momentos	 determinados	 del	 desarrollo	
(268, 471)	y	 la	 identificación	de	 los	 factores	de	
transcripción	que	controlan	los	loci	de	Cd4	y	
Cd8	y	de	sus	mecanismos	de	actuación	han	
desencadenado	 una	 nueva	 interpretación	

















estos	 casos	 el	 linaje	 CD4	 se	 redirige	 a	 CD8	
o	 el	 balance	 entre	 estas	poblaciones	 se	 en-
cuentra	alterado	(fig I6).





de Cd8	mediante	 el	 factor	 de	 transcripción	
Runx3	(339, 340).	Por	lo	que	existe	una	asimetría	
en	 las	 señales	que	generan	 linfocitos	de	un	
linaje	u	otro:	mientras	que	una	señalización	
persistente	del	TCR	es	necesaria	para	la	dife-
renciación	 celular	 hacia	 CD4	por	 expresión	
de	factores	como	ThPOK,	que	dirigen	la	elec-
ción	 de	 este	 linaje	 (410),	 la	 señalización	 por	
citoquinas	se	muestra	necesaria	para	 la	ge-
neración	de	células	CD8.	
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En	 los	 estadíos	 finales	 del	 desarrollo	 se	
produce	 la	 elección	 de	 linaje	 T	 regulador;	









Reguladores negativos del TCR y um-














La	 existencia	 de	 estos	 umbrales	 se	 veri-













de	 las	 cascadas	 de	 señalización	 controlan	
ambos	 límites,	 como	 revelan	 modelos	 ani-
males	KO	o	con	modificaciones	de	su	activi-




nes	 control	 induzcan	 selección	 positiva	 de	
células,	 como	 sucede	 en	modificaciones	 de	
las	cadenas	z	del	TCR,	calcineurina	B,	ZAP70	
o	LAT/PLCg1	(368, 402, 450, 540).
En	este	equilibrio	del	control	de	las	inten-
sidades	también	tienen	un	importante	papel	
los	 reguladores	 negativos	 del	 TCR	 (fig I6),	
que	ejercen	su	función	en	el	sentido	opuesto,	
desplazando	 a	 la	 alta	 estos	umbrales	 cuan-
do	estas	proteínas	no	están	presentes.	Esto	
sucede,	 por	 ejemplo,	 en	 el	 caso	 de	 sobre-






de	 ambas	 proteínas	 se	 produce	 selección	
positiva	en	condiciones	de	“death by neglect”	
y	 se	 induce	 selección	negativa	 en	 condicio-
nes	de	selección	positiva	(228).
Más	concretamente,	ratones	con	una	mu-






selección	 de	 CD4s,	 además	 de	 en	 señaliza-
ción	del	preTCR	(316).	
Igualmente	 ratones	 deficientes	 en	 c-Cbl,	
proteína	 ubiquitín	 ligasa	 que	 se	 une	 a	 re-
siduos	de	tirosina	fosforilados	y	conduce	los	
complejos	 señalizadores	 a	 su	 degradación,	
presentan	selección	positiva	aumentada	(310) 
y	mayor	delección	clonal	(489).	






presión	 de	 dicha	 enzima	 en	 estos	 ratones	
deficientes	 se	 rescatan	 estas	 paradas	 en	 el	
desarrollo	(564).	












Otro	 lípido	 cuya	 producción	 está	 alta-
mente	 regulada	en	 timocitos	 es	 el	 diacilgli-
cerol.	Su	señalización	termina	cuando	es	fos-
forilado	 y	 transformado	 a	 ácido	 fosfatídico	
(PA)	 por	 la	 acción	 de	 las	 diacilglicerol	 qui-
nasas	 (DGKs).	 Ratones	 deficientes	 para	 las	










El DAG, segundo mensajero esen-
cial en la transmisión de señales del 
TCR






por	qué	 los	 ésteres	de	 forbol	 (análogos	del	
DAG)	 como	 el	 PMA	 (phorbol-12-myristate-










linfocitos,	 controlando	 vías	 de	 señalización	
centrales	como	Ras-Erk		y	NF-kB.	
Producción y degradación del DAG por el 
TCR













La	 estimulación	 de	 receptores	 produce	
la	generación	masiva	de	DAG	por	medio	de	
enzimas	 lipasas	 a	 partir	 de	 otros	 precur-





La	 fosfolipasa	C1	gamma	 tipo	1	 (PLCg1),	
perteneciente	 a	 la	 familia	 de	 las	 fosfatidi-
linositol	fosfolipasas,	es	la	principal	produc-
tora	de	DAG	tras	la	estimulación	del	TCR	(521).	
Su	 actividad	 lipasa	 genera	 diacilglicerol	 e	
inositol-1,4,5-trifosfato	 por	 la	 hidrólisis	 del	
fosfatidil	 inositol-4,5-bifosfato	 presente	 en	




salida	 de	 calcio	 del	 retículo	 endoplásmico,	
por	lo	que	la	acción	de	la	PLCg1	es	clave	en	
la	 transducción	 de	 señales	 de	 los	 linfocitos	




La	 actividad	 PLCg1	 está	 estrictamente	
controlada	 mediante	 interacciones	 con	 el	
adaptador	 LAT	 (560),	 por	 la	 interacción	 con	




más	 relevante	para	 su	 actividad	es	 la	Y783	
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(196).	
Los	 ratones	deficientes	 en	PLCg1	 son	 le-






defectos	 en	 el	 desarrollo	 tímico	 de	 estos	
modelos	 son	 consistentes	 con	el	papel	 fun-
damental	de	esta	enzima	en	 la	señalización	
del	linfocito.	





fosfatídico	 (PAP)	 permite	 la	 generación	 de	
DAG	(260):					PC	PA	DAG
En	 mamíferos	 existen	 dos	 isoformas	 de	
PLD,	PLD1	y	PLD2.	El	DAG	que	producen	es	
distinto	en	composición	al	de	 las	PLCs,	 con	
ácidos	 grasos	 saturados	 en	 posición	 2	 (175).	
Recientemente	se	ha	implicado	a	estas	enzi-
mas	en	la	activación	de	RasGRP1	en	linfoci-
tos	 (305),	 aunque	 existían	 evidencias	previas	


















homología	 a	 recoverina,	 dos	 dominios	 de	












DGKa	 está	 regulada	a	nivel	 transcripcio-
nal,	aumentando	los	niveles	de	su	ARN	men-
sajero	en	condiciones	de	inducción	de	aner-





Además	 se	 ha	 propuesto	 una	 función	
adicional	de	DGK	sobre	 la	activación	de	 los	
linfocitos,	como	regulador	positivo	de	la	pro-
liferación	por	 el	 PA	que	 genera	 (117) o	 regu-
lando	la	supervivencia	de	timocitos	a	través	











compleja	 estructuralmente,	 con	 dominios	
PDZ	y	repeticiones	de	anquirina	implicados	
en	su	interacción	con	otras	proteínas	(296).	Al	
igual	 que	 DGKa,	 es	 importante	 en	 la	 regu-
lación	 negativa	 de	 las	 respuestas	 del	 TCR.	
Esto	 se	 ha	 demostrado	 en	 líneas	 celulares,	
en	 donde	 la	 sobre-expresión	 de	 la	 enzima	
provoca	menor	 activación	 de	 Ras-Erk	 e	 in-
ducción	de	AP-1	y	CD69	(563),	y	en	ratones	de-
ficientes	 para	 esta	 isoforma,	 que	muestran	
una	hiperactivación	tras	la	estimulación	del	











Como	 se	 ha	 mencionado	 anteriormente	
en	el	contexto	del	desarrollo	tímico	el	ratón	
deficiente	 para	 ambas	 isoformas	 (DGKa-/-	
z-/-)	presenta	defectos	en	selección	positiva,	
con	 gran	 descenso	 de	 poblaciones	 SP	 CD4	
y	 CD8	 (153).	 Además	 estos	 ratones	 cruzados	
con	otros	transgénicos	para	el	TCR	muestran	
mayor	propensión	al	desarrollo	de	tumores	
tímicos,	 con	 hiperactivación	 de	 Ras	 y	 Erk.	
Esto	 confirma	 el	 papel	 sinérgico	 de	 ambas	
DGKs	en	la	regulación	de	esta	vía.
Respuesta al DAG: dominios C1 y proteí-
nas reguladas por DAG en linfocitos
Dominios C1
Los	dominios	C1	son	los	responsables	de	





ta	con	el	lípido,	el	dominio	C1	(51, 158, 190, 216-218, 
456, 542).	En	un	primer	momento	se	descubrió	
su	 capacidad	de	unión	de	ésteres	de	 forbol	
(56, 331)	 y	 posteriormente	 la	 unión	 del	 lípido	
presente	en	la	célula,	el	DAG	(365-367).
Los	 dominios	 C1	 se	 conocen	 también	
como	 CRD	 (Cysteine Rich Domains)	 y	 están	
formados	por	unos	50	residuos	que	cumplen	























mos	 de	 zinc	 en	 la	 estructura	 (178, 188, 536, 557).	
Aparte	de	estas	cisteínas	e	histidinas,	nece-
sarias	para	formar	la	estructura,	otros	resid-
uos	permanecen	 altamente	 conservados	 en	
la	secuencia	primaria	y	son	 importantes	en	
la	unión	del	lípido	 (178, 188)	(fig I7).	En	gene-
ral	 las	proteínas	reguladas	por	DAG	poseen	
uno	o	dos	dominios	que	actúan	coordinados;	





localización	 de	 manera	 estable	 en	 mem-
branas	 y	 su	 activación.	 En	mamíferos	 estas	
proteínas	son	PKCs	 (163, 427),	quimerinas	 (159),	
DGKs	 (434),	 PKD	 (503),	 Munc13	 (50),	 RasGRPs	
(103)	y	MRCK	 (480).	Hasta	el	momento	sólo	se	
han	 identificado	 PKCs,	 PKD,	 Quimerina	 y	
RasGRP	como	proteínas	efectoras	en	células	
T,	 y	 todas	 ellas	 llevan	 a	 cabo	 funciones	 im-
prescindibles	 en	 la	 activación	 de	 éstas.	 Las	
DGKs	existentes	en	linfocitos,	DGKa	y	DGKz,	
poseen	 dominios	 C1	 atípicos	 incapaces	 de	
unir	 DAG	 por	 la	 modificación	 de	 residuos	
clave	de	unión	al	lípido	(191, 211).	







celulares	tan	sólo	(66, 113, 324, 457);	en	el	contexto	
de	 los	 linfocitos	 trabajos	 realizados	con	cé-




Proteínas reguladas por DAG en linfocitos T
Todas	 las	 proteínas	 reguladas	 por	 DAG	
presentan	un	dominio	C1	 típico	de	unión	a	
este	 lípido.	 	Además	de	 las	PKCs	se	han	ido	
describiendo	 en	 los	 últimos	 años	 otras	 fa-
milias	proteicas	con	estos	dominios	(51, 158, 217, 
456);	 la	mayoría	 de	 ellas	 están	 presentes	 en	
linfocitos	(fig I7B).	
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A)	Proteínas	Quinasas	C
































QUINASAC2 PS C1 C1 C3
C1 C1 QUINASAPH
C1SH2 RacGAP
REM Cdc25 EF EF C1
EF EF C1 QUINASAC1


























Las	 funciones	 específicas	 de	 cada	 iso-
forma	 son	 difíciles	 de	 determinar,	 debido	




de	la	vía	de	NF-kB	 (69, 468, 498),	y	son	esencia-
les	en	la	correcta	activación	de	la	respuesta	




PKCa:	 se	ha	descrito	que	actúa	en	 la	 se-
ñalización	temprana	del	TCR	activando	la	vía	















IKKa-IIKb-IKKg/NEMO	 (222, 288, 449).	 Dos	 gru-
pos	 generaron	 los	 ratones	 deficientes	 de	




















lación	mediadas	por	CD28	(40, 85, 222, 253, 355, 406, 
499, 550).	Los	requerimientos	para	esta	 locali-
zación	de	PKCθ	no	 están	 claros;	 se	 ha	pro-





Clasificada	 inicialmente	 como	 proteína	
quinasa	C	por	su	actividad	catalítica	y	sus	do-
minios	C1s,	debido	a	 las	diferencias	estruc-




siendo	 esta	 última	 la	 isoforma	mayoritaria.	
Se	activan	tras	la	estimulación	del	TCR	 (290),	
translocándose	 a	 la	 sinapsis	 inmune	 	 de	
manera	 dependiente	 de	 PLC/DAG	 (457, 530).	
Previamente	para	 su	activación	necesita	de	
fosforilación	 en	 dos	 serinas	 consenso	 por	
PKC:	la	isoforma	responsable	de	este	evento	




portante	 para	 desencadenar	 el	 programa	
de	 selección	negativa	 en	 timo	mediado	por	
Nur77 (94, 95, 342).	 Además	 se	 han	 propuesto	
un	papel	adicional	en	timo,	en	función	de	la	
localización	de	 la	 proteína,	 en	 la	 transición	
de	DN	a	DP	y	en	la	reordenación	V(D)J	 (285).	
Sin	 embargo,	 los	 ratones	 deficientes	 en	 ac-
tividad	 enzimática	 PKD	 no	 tienen	 defectos	
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sitúan	a	PKD	como	partícipe	en	 la	 señal	de	




























ejercer	su	función	 (60, 440, 513)	aunque	señales	
previas	de	Lck	son	necesarias	para	disponer	







360, 377, 413, 500),	GEF	de	Rac	que	antagoniza	 la	
función	de	b2Quimerina,	y	Rac1	en	la	seña-





Junto	 con	 las	 quimerinas	 constituyen	 la	
otra	 familia	de	proteínas	no	quinasas	regu-
ladas	por	DAG.	Actúan	como	factores	de	in-
tercambio	 de	 nucleótidos	 (GEFs)	 de	 Ras,	
provocando	 la	 activación	 de	 estas	 GTPasa	
por	 el	 intercambio	GDP	 (Ras-GDP	 inactivo)	
por	 GTP	 (Ras-GTP	 activo).	 Existen	 cuatro	
isoformas	distintas	(1-4)	que	se	expresan	de	
manera	 preferencial	 en	 sistema	 nervioso	 o	
hematopoyético:	en	este	último	caso	incluso	
de	manera	no	solapante,	ya	que	RasGRP1	se	




dor	de	Ras-Erk	 en	 timocitos	 y	 en	 linfocitos	













Los	 linfocitos	 CD4	 periféricos	 de	 estos	
ratones	 deficientes	 presentan	 un	 fenotipo	
de	 activación,	 con	 mayor	 susceptibilidad	 a	
muerte	 celular	 y	 menor	 capacidad	 de	 res-
puesta	 (358).	Los	 linfocitos	CD8	muestran	un	
fenotipo	de	anergia	ante	la	estimulación	con	
antígeno	 conocido	 (357).	 A	 pesar	 del	 defecto	
















se	 ha	 implicado	 al	 locus	 de	 Rasgrp1	 como	
alterado	en	diabetes	 tipo	1,	de	carácter	au-
toinmune	(363).
Además	 se	 ha	 identificado	 a	 RasGRP1	
necesario	en	 la	activación	de	mastocitos	en	
ratón	y	humano	 (265, 430)	y,	de	manera	exclu-
siva	 en	humanos,	de	 células	NK	 (242).	 La	 ex-
presión	 exacerbada	 de	 RasGRP1	 se	 ha	 im-
plicado,	 al	 igual	 que	 en	 otros	 sistemas,	 en	
transformación	 maligna,	 generando	 linfo-
mas	 tímicos	 cuando	 la	proteína	está	 sobre-
expresada	(227).
Estructuralmente	RasGRP1	consta	de	do-






que	 ciertos	 grupos	 han	 propuesto	 su	 loca-
lización	en	Golgi,	donde	activa	a	Ras	 (43, 347),	
otros	 muchos	 han	 encontrado	 RasGRP1	 y	





En	 cuanto	 a	 mecanismos	 de	 activación	
de	 RasGRP1,	 ciertos	 trabajos	 ponen	 de	 re-
levancia	 su	 interacción	 con	Vav	y	 con	el	 ci-
toesqueleto	 de	 actina	 como	 necesaria	 para	
que	 RasGRP	 desempeñe	 su	 función	 (61, 565);	
también	 se	ha	descrito	 su	 regulación	nega-
tiva	 por	 el	 adaptador	 SKAP55	 (231, 420).	 Sin	
embargo	la	unión	de	DAG	es	imprescindible	
en	su	activación	y	función	(266, 491).	Así	las	ac-
tividades	PLC	 (43)	 y	PLD	 (305)	 son	necesarias	
para	la	actividad	GEF	de	RasGRP1	por	la	gen-






DAG y el control de la respuesta 
inmune
La	 estrategia	 biológica	 que	 han	desarro-










en	 el	 progreso	 en	 desarrollo	 o	muerte	 por	
apoptosis	debido	al		“death by neglect”,	selec-
ción	positiva	o	negativa	y	 en	 la	 elección	de	
linaje	final	CD4,	CD8	o	T	regulador.
En	periferia	 los	 linfocitos	emplean	 igual-
mente	este	mecanismo	para	discriminar	en-




inmune (122, 165, 245, 325, 444).
Los	mecanismos	moleculares	que	decodi-
fican	 y	 transforman	 una	 señal	 “cualitativa”	
como	es	la	afinidad	en	la	interacción	del	pM-
HC-TCR	en	una	señal	“cuantitativa”	biológica	
no	 están	 claros.	 Sin	 embargo	 se	ha	 relacio-
nado	 la	afinidad	del	péptido	o	 fortaleza	del	
estímulo	 con	 la	 intensidad/duración	 de	 la	
activación	del	eje	Ras-Erk	en	timocitos;	esto	
determina	la	selección	positiva/negativa	y	la	
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GEF	propia;	esto	explicaría	el	grave	defecto	
en	 fosforilación	 de	 Erk	 en	 los	 ratones	 Ras-






se	 corresponde	 con	 una	 graduación	 en	 la	
respuesta.	 Por	 el	 contrario,	 la	 respuesta	de	
Sos1	es	digital,	de	encendido	o	apagado,	una	
vez	que	se	supera	cierto	umbral	de	estimu-
lación.	 La	 regulación	 de	 Sos1	 por	RasGRP1	
permitiría	ayudar	a	controlar	este	umbral	y	




























DGKDAG PA PPA P









































































	 	 	 	 	 Objetivos
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                          Materiales	y	Métodos
Reactivos e inhibidores
La	 poli-D,L-lisina,	 el	 PFA	 (para-formal-
























































































































































           Fig M1: Anticuerpos empleados en (A) Western blot e inmunofluorescencia, (B) citometría y (C) oligos utilizados.
Materiales y Métodos
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chem;	 el	 Tritón	 X-100	 de	 Fluka;	 el	 Bio-Rad	
Protein	 Assay,	 de	 Bio-Rad;	 la	 g-sefarosa,	
glutatión-sefarosa	4B	y	el	ECL	de	Amersham	
Bioscience,	 las	 columnas	 de	 cromatografía	
Poli-Prep	de	Bio-Ras,	 los	 filtros	Amicon	Ul-





















Construcción pEFbos caDGK: para	obtener	
la	construcción	caDGK	(rCD2DGKaD196)	se	
generaron	en	el	plásmido	pEFbos	EGFPDG-














de	 expresión	 en	 mamíferos	 empleamos	 el	
vector	 p1017D	 (320),	 generosamente	 cedido	
por	el	doctor	Robert	J	Kay.	Este	vector		pro-





cimiento	 humana	 (GenBank	 no.	 M13438,	
que	 contiene	 la	 señal	 de	 poliadenilación)	
y	se	insertó	el	segundo	intrón	del	gen	de	la	





mover	 degradación	 de	 los	 tránscritos	 (308).	
Para	subclonar	el	ADN	de	caDGK	en	p1017D	
introdujimos	mediante	mutagénesis	dirigida	




Construcciones MigR1 GFPC1s: los	 do-
minios	GFPC1	se	amplificaron	por	PCR	con	
los	oligonucleótidos	específicos	(tabla	M1A),	
a	 partir	 de	 los	 plásmidos	 correspondientes	
generados	 en	 el	 laboratorio	 (66).	 Para	 facili-
tar	 el	 clonaje	 se	 introdujo	 la	 diana	 SalI	 en	
la	 región	3´	de	 las	 construcciones.	Los	pro-
ductos	de	PCR	 contenían	 las	proteínas	GFP	
fusionadas	 en	 los	 extremos	 N-terminales	
de	 los	 dominios	 C1bPKCθ,	 C1a+C1bPKCθ	

















                          Materiales	y	Métodos
Experimentos con dominios C1 
como sensores del DAG
Obtención sobrenadantes virales: las	 cé-
lulas	 HEK293	 se	 transfectaron	 al	 50%	 de	
confluencia	con	20mg	de	vector	retroviral	y	


















de	 la	 infección	 se	 siguió	por	análisis	de	ex-
presión	de	GFP	mediante	citometría	de	flujo	
a	las	48h.




strucciones	 del	 proveedor.	 	 Se	 estimularon	
durante	tres	días	con	anticuerpos	antiCD3	y	
antiCD28	pegado	a	placa	más	IL-2	recombi-
nante	 (50U/ml).	Al	 cabo	de	 los	 tres	días	se	
recogieron	 2x105	 células	 por	 condición	 de	
infección,	 que	 se	 infectaron	 en	 placa	 de	 24	
pocillos	con	1	ml	de	sobrenadante	viral,	po-




en	medio	 más	 IL-2	 100U/ml	 antes	 del	 en-
sayo.
Formación de conjugados en células prima-
rias de ratón:	como	células	presentadoras	de	






CTLs,	 y	 en	 proporción	 1:2	 (EL4:linfocitos)	
en	el	caso	de	los	timocitos,	durante	15min	a	
37oC	antes	del	ensayo.
Videomicroscopía en tiempo real:	 las	 cé-










a	 cabo	 la	 captura	 de	 imágenes.	 Las	 graba-
ciones	 se	 realizaron	 capturando	 imágenes	
en	intervalos	de	10s.	Las	células	se	observa-
ron	 bajo	 un	microscopio	 confocal	 Olympus	










se	 realizaron	 las	 incubaciones	 correspon-
dientes	con	anticuerpos	primarios	y	secun-
darios.	Finalmente	los	cubreobjetos	se	lava-
ron	 en	 PBS	 0,1%	Tween-20	 y	 se	montaron	
sobre	ProLong	(Molecular	Probes).
Estimulaciones con péptido soluble: en	
el	 caso	de	 linfocitos	maduros	periféricos	 el	
péptido	correspondiente	se	añadió	a	la	sus-
pensión	 de	 células	 (10mill/ml)	 obtenidas	
tras	disgregar	 los	bazos	y	 lisar	 los	 eritroci-
tos,	 incubándolo	durante	25min	al	menos	a	
37oC.	En	el	 caso	de	 timocitos	 se	emplearon	
células	 EL4	 como	presentadoras	 de	 antíge-
no,	 incubándolas	 2h	 con	 el	 péptido	 (2mM)	
en	medio	completo,	lavándolas	con	PBS	dos	
veces	 y	 fijándolas	 posteriormente	 con	 PFA	
4%	 10min	 a	 temperatura	 ambiente.	 Tras	
someterlas	 de	 nuevo	 a	 lavados	 con	 PBS	 se	
resuspendieron	en	medio	completo	y	se	adi-
cionaron	 a	 los	 timocitos	 en	 proporción	 1:2	
(EL4:timocitos),	 realizando	 las	 estimulacio-
nes	a	37oC	durante	los	tiempos	indicados.
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Obtención proteínas recombinantes 
GSTC1bPKCθ: las	 construcciones	 de	 los	 do-
minios	C1	fusionados	a	GST	se	expresaron	en	
la	cepa	de	bacterias	E. coli BL21(De3)pLysS,	
expresando	 en	 paralelo	 GST	 como	 control.	
La	expresión	de	 las	proteínas	se	 indujo	por	
adición	 de	 0.5mM	 IPTG	 (isopropil-b-D-tio-
galactopiranósido)	 a	 los	 cultivos	 en	 creci-
miento	exponencial.	A	las	7h	de	la	inducción	
se	 recogieron	 las	 bacterias,	 se	 centrifuga-








purificar	 las	 proteínas	 recombinantes,	 para	
lo	 cual	 se	 incubaron	 con	 glutation-sefarosa	
4B	 prelavada	 (1h	 4oC)	 Se	 emplearon	 para	








SDS-PAGE,	 visualizándose	 por	 tinción	 con	




Experimentos en líneas celulares 
que sobreexpresan caDGK





pulso	 eléctrico	 se	 realizó	 a	 270V	 y	 975mF.	
Inmediatamente	se	 transfirieron	 las	 células	
a	10ml	de	medio	completo	y	se	mantuvieron	
en	cultivo	24h	antes	de	ser	procesadas.
Ensayo de glicosilación:	 las	 células	
HEK293	se	transfectaron	según	el	protocolo	
descrito	 con	 el	 plásmido	 pEFbos	 caDGK.	 A	
las	24h	de	la	transfección	se	lisaron	en	NP40	
1%	e	 inhibidores,	 se	 añadió	 SDS	hasta	 una	
concentración	final	de	1%	y	se	hirvieron	las	
muestras	5min	a	100oC	para	desnaturalizar	
completamente	 las	 proteínas.	 Se	 añadieron	





Ensayo de actividad DGK:	 	 las	 células	 se	













10mg	 de	 C8-DAG	 por	 punto.	 El	 C8-DAG	 se	
obtuvo	 a	 partir	 de	 un	 stock	 en	 cloroformo	
que	 evaporamos	 en	 atmósfera	 de	 N
2
,	 para	









(1mCi	 por	 reacción).	 La	 reacción	 se	 realizó	
durante	10min	a	temperatura	ambiente	y	se	











:MetOH	 (1:1	 v/v)	 que	 se	 aplicó	 sobre	
placas	de	 cromatografía	 en	 capa	 fina	 (TLC)	























Estimulación con anticuerpo pegado a 
placa:	la	superficie	a	tratar	se	incuba	a	tem-
peratura	ambiente	1h	ó	4oC	16h	con	una	mez-
cla	 de	 los	 anticuerpos	 antiCD3+	 antiCD28	
(5mg/ml	cada	uno)	en	150mM	Tris-HCl	pH	8.	
En	el	momento	de	 la	estimulación	 las	 célu-
las	se	resuspenden	en	HBSS	y	se	depositan	
sobre	 las	 cámaras	de	microscopía.	 Se	man-
tiene	la	temperatura	a	37oC	durante	todo	el	
proceso.

























Lisis y Western blot:	 las	 células	 recogi-












,	 1mM	 PMSF	 y	 10ug/ml	 de	 aprotinina	
y	 leupeptina)	 y	 se	 incubaron	 15min	 a	 4oC.	
Tras	centrifugación	(13000	rpm	15min	4oC)	
los	sobrenadantes	se	analizaron	para	deter-
minar	 la	 concentración	 de	 proteínas	 (“DC	
protein	 assay”,	 BioRad)	 y	 cantidades	 equi-
valentes	de	cada	muestra	se	analizaron	por	
SDS-PAGE	 en	 condiciones	 reductoras.	 Las	
proteínas	 se	 transfirieron	 a	membranas	 de	
nitrocelulosa	 y	 la	 expresión	 se	 analizó	 con	
anticuerpos	específicos	y	 con	el	 sistema	de	
detección	ECL.	
Ensayo de detección de Ras-GTP:	 las	 cé-
lulas	 estimuladas	 se	 resuspendieron	 en	










10mg/ml	de	 aprotinina	 y	 leupeptina).	 Para	





tos	 unidos	 inespecíficamente.	 Los	 sobre-
nadantes	 resultantes	 se	 cuantificaron	 y	 se	
separaron	 alícuotas	 equivalentes	 de	 lisado	
total	para	analizar	en	paralelo	la	fosforilación	
de	Erk	y	la	carga	total	de	Ras.	El	resto	del	li-
sado	 se	 incubó	 con	 las	 proteínas	 de	 fusión	









Formación de conjugados entre células 
Raji y Jurkat: para	cargar	las	células	Raji	con	
el	 superantígeno	 E	 (SEE	 de	 Staphylococcus 
aureus)	 se	 incubaron	 107	 células	 con	 SEE	
1ng/ml	en	1ml	de	medio	completo	durante	
1h	a	37oC.	Durante	la	incubación	se	tiñeron	
con	 el	 colorante	 vital	 CMAC	 10mM.	 Pasado	
este	tiempo	se	lavaron	con	PBS	y	se	mantu-
vieron	 a	 37oC	 en	medio	 completo	 hasta	 su	
uso.	Se	incubaron	con	las	células	Jurkat	du-
42
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rante	un	mínimo	de	5min	en	proporción	1:1	
y	 se	procedió	 a	procesarlas	para	 SDS-PAGE	
(recogiéndolas	 para	 lisis)	 o	 microscopía	




sino	 que	 se	 adicionaron	 a	 las	 cámaras	 una	
vez	pegadas	estas	segundas	a	ellas.
Experimentos en ratones transgé-
nicos que sobreexpresan caDGK.




erosamente	 donados	 por	 el	 Dr.	 Ardavín;	
los	 ratones	 H-Y	 (B10.Cg-Tg(TcraH-Y,TcrbH-
Y)71Vbo),	 procedentes	 de	 Taconic,	 los	 ob-
tuvimos	 del	 Dr.	 Alarcón.	 Para	 generar	 los	
ratones	 transgénicos	 caDGK	 se	 emplearon	
ratones	 C57BL/6J,	 realizándose	 las	 micro-
inyecciones	 en	 este	 fondo	 puro.	 Todos	 los	





Purificación del fragmento de microinyec-





6,7Kb              1,5Kb
60pb
6,7Kb              1,5Kb
6,7Kb              1,5Kb6,7Kb              1,5Kb
6,7Kb              1,5Kb
1 copia
2 copias
1,5Kb              6,7Kb
1,5Kb              6,7Kb
X+6,7 Kb, Y+1,5 Kb, 60 pb
X+6,7 Kb, Y+1,5 Kb, 7,2 Kb, 60 pb
X+6,7 Kb, Y+6,7 Kb, 3 Kb, 60 pb









EcoRV corta 5´GAT ATC 3´ con una frecuencia de
(0,5xGC)a x (0,5xAT)b= (0,5x4)2 x (0,5x0,6)4= 0,000324= 1/3086, donde GC es el %G+C
en el genoma del ratón y a y b son el número de G+C y A+T de la secuencia de corte de EcoRV.
Por lo tanto EcoRV genera un corte cada 3 Kb aproximadamente.
Dot blot
Para la curva patrón se digiere enzimáticamente (SfiI) el fragmento microinyectado
              X --------- 7200 pb (transgén)
         2,5μg -------- 3x109 pb (genoma haploide del ratón)          X= 6 pg es una copia
(si ponemos 5μg de ADN en el ensayo)
Curva patrón con 0, 1, 2, 5, 10, 20 y 50 copias respectivamente, mezclando con 5μg de ADN genómico de un ratón salvaje.
         Fig M2: Estrategia del Southern blot y del Dot blot para detectar y cuantificar el número de inserciones del transgén caDGK.
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tuvo	por	digestión	enzimática	con	SfiI.	Tras	
el	 corte	 y	 defosforilación	 se	 separó	 el	 frag-
mento	deseado	por	electroforesis	en	gel	de	
agarosa,	se	cortó	la	banda	deseada	y	ésta	se	






Genotipado mediante PCR: los	fragmentos	
de	 colas	 de	 los	 ratones	 se	 procesaron	 para	




disgregado	 resultante	 se	 centrifugó	 15min	
a	máxima	velocidad	y	se	obtuvo	el	ADN	del	
sobrenadante	 mediante	 precipitación	 en	
isopropanol	y	 lavado	en	EtOH	70%.	El	ADN	
genómico	obtenido	se	sometió	a	PCR	con	oli-
gonucleótidos	 específicos	 para	 la	 detección	
del	transgén (fig M2).
Southern blot: para	 el	 análisis	 de	 la	 in-







cipitaron	 y	 recuperaron	 las	 muestras	 para	




10	 pmoles	 de	 ADN	 plasmídico	 linearizado	
con	el	transgén,	como	control	positivo	de	la	
hibridación.	 Los	 geles	 se	 desnaturalizaron	
(10min	en	0,15M	HCl;	30min	en	0,2M	NaOH	
y	0,6M	NaCl;	30min	en	0,5M	Tris-HCl	pH	7.6	
1,5M	 NaCl)	 y	 se	 transfirieron	 a	 membra-





La	 sonda	 del	 transgén	 se	 generó	 por	 di-
gestión	enzimática		con	la	enzima	BglII	y	se	
purificó	 mediante	 electroforesis	 y	 elución	







La	 membrana	 se	 prehibridó	 en	 “Ex-
pressHyb”,	 de	 Clontech,	 durante	 1h	 a	 60oC.	
Tras	 este	 tiempo	 se	 incubó	 en	 solución	 de	
hibridación	 fresca	 a	 la	 que	 se	 le	 añadió	 la	










Dot blot:	 para	 el	 análisis	 del	 número	 de	
copias	 se	 prepararon	 muestras	 de	 5mg	 de	
ADN	 genómico.	 Se	 desnaturalizaron	 en	 la	
solución	 0,4N	 NaOH,	 10mM	 EDTA	 durante	









a	 la	 membrana.	 Se	 realizaron	 dos	 lavados	
con	 el	mismo	 tampón	 usado	 para	 desnatu-
ralizar	las	muestras.	Finalmente	se	extrajo	la	











Aislamiento de linfocitos de timo, bazo y 
ganglios de ratón:	 tras	 extraer	 los	 órganos	
44




45	micras.	 Se	 centrifugaron	 las	 células	 ob-
tenidas	5´	1500rpm	y	resuspendieron	en	un	
volumen	adecuado	de	PBS.	En	el	caso	de	los	
bazos	 se	 lisaron	 los	 eritrocitos,	 resuspen-




pH	 7.4)	 e	 incubando	 2min	 a	 temperatura	
ambiente.	Posteriormente	se	lavaron	2	veces	
con	 abundante	 PBS	 hasta	 llevarlas	 al	 volu-
men	preciso.
Tinciones extracelulares:	 las	 tinciones	ex-
tracelulares	 se	 hicieron	 con	 0,5x106	células	
por	 condición	 en	 placas	 de	 96.	 Las	 células	
se	incubaron	con	los	anticuerpos	correspon-
dientes	30min	4oC,	se	lavaron	dos	veces	con	







extracelulares	 30min	 4oC;	 posteriormente	
las	 células	 se	 lavaron,	 fijaron	 y	 permeabili-







Procesamiento de la sangre: la	sangre	ob-
tenida	 de	 los	 ratones	 se	 recogió	 en	 tubos	
anticoagulantes	 impregnados	 en	 EDTA.	 Se	
depositaron	 50ml	 de	muestra	 en	 las	 placas	
y	 se	 realizaron	 las	 tinciones	 extracelulares	
siguiendo	el	protocolo	habitual.	Finalmente	
las	 células	 se	 lavaron	 y	 resuspendieron	 en	
solución	 “VersaLyseTMLysing	 Solution”,	 de	
Beckman	Coulter,	 y	 se	 analizaron	mediante	
citometría	de	flujo.
Estimulaciones con anticuerpo soluble: 
los	 linfocitos	 aislados	 de	 ratón	 se	 separa-
ron	en	 tubos	de	1,5ml	a	una	 concentración	
de	 20mill/ml	 en	medio	 completo	 y	 se	 pre-
incubaron	 con	 anticuerpo	 antiCD3ε	 2mg/
ml	durante	15min	a	4oC	en	PBS-FBS	1%.	Se	
lavaron	dos	veces	con	PBS-FCS	1%	y	se	re-
suspendieron	 en	 RPMI	 completo	 a	 la	 mis-
ma	 concentración.	 Para	 la	 estimulación	 se	
incubaron	 con	 anti-hámster	 armenio	 IgG	
10mg/ml	durante	el	tiempo	indicado.	
Marcaje con CFSE y transplantes de cé-
lulas T a ratones irradiados: 107	 células	 de	
ganglios	 linfáticos	 se	 extrajeron	 de	 ratones	





zaron	 las	 poblaciones	 existentes	 en	 bazo	 y	
ganglios	mediante	citometría	de	flujo.	
RT-PCR cuantitativa en tiempo real: para	
el	 análisis	 de	 expresión	 de	 los	 factores	 de	





extracción	 con	 cloroformo	 y	 precipitación	
con	etanol	posterior.	El	ADN	copia	se	obtiene	




se	 realiza	 con	 oligonucleótidos	 específicos	
(ver	 tabla	M1C)	para	cada	caso,	empleando	



















                          Resultados
Generación del DAG tras la acti-
vación de linfocitos y desarrollo de 
nuevas herramientas para su detec-
ción. 









Empleando	 dominios	 C1	 fusionados	 a	
GFP,	nuestro	laboratorio	había	generado	con	
éxito	biosondas	capaces	unirse	al	DAG	pro-
ducido	 tras	 estimulación	 del	 TCR	 (66).	 Pos-







de	 expresar	 ninguno	 de	 estos	 dominios	 en	
células	primarias	humanas	o	de	ratón,	a	fin	
de	emplear	los	modelos	animales	existentes	




minios	 GFP	 C1s	 en	 el	 vector	 de	 	 expresión	
retroviral	MigR1	 (344).	Puesto	que	dicho	vec-
tor	 contenía	 como	 marcador	 de	 expresión	
GFP	introdujimos	 los	dominios	en	pauta	de	
lectura	 abierta	 tras	 esta	 proteína.	 De	 esta	
manera	GFP	servía	además	para	seguir	la	lo-
calización	del	DAG.	Elegimos	el	dominio	C1b	





manece	 retenido	 en	 localizaciones	 internas	
(66).
Mediante	 técnicas	 de	 biología	molecular	
clonamos	dichos	dominios	 y	 comprobamos	
su	 correcta	 expresión	 en	 lisados	 totales	 de	
los	 linfocitos	 transducidos,	 obteniéndose	
bandas	 del	 tamaño	 esperado	 en	 western	
blot	 (fig R1A).	 Empleamos	 linfocitos	 CD8	
activados	(diferenciados	a	células	citolíticas,	
CTLs)	 procedentes	 de	 ratones	 transgénicos	
OT-I,	que	expresan	un	TCR	Va2+Vb5+	capaz	






































Fig R1: Generación de las construcciones retrovi-
rales para los dominios C1.	Los	dominios	C1bPKCθ,	






las	 partículas	 virales.	 Se	 purificaron	 linfocitos	 CD8	
de	ganglios	con	el	sistema	DynaBeads	(Invitrogen)	y	
se	 cultivaron	 sobre	 placas	 recubiertas	 de	 antiCD3	 y	
antiCD28,	e	 IL-2.	A	 las	72h	 las	células	se	recogieron	
y	 transducieron	 como	 se	 indica	 (Materiales	 y	Méto-
dos).	Se	ensayaron	a	partir	de		las	48h	de	su	infección.
(A)	 Clonaje	 de	 los	 dominios	 C1	 en	 MigR1.	 En	 la	
parte	 inferior	 mostramos	 análisis	 por	 SDS-PA-
GE	 y	 western	 blot	 de	 la	 expresión	 de	 los	 GFPC1s.
(B)	Las	células	que	expresaban	 los	dominios	GFPC1	
se	 dispusieron	 en	 HBSS	 sobre	 placas	 de	 poli-L,D-
lisina	 y	 se	 visualizaron	 mediante	 microscopía	 con-
focal.	 Se	 les	 adicionó	 PMA	 a	 la	 dosis	 indicadas	 y	 se	








Los	 dominios	 expresados	 tenían	 una	
localización	 basal	 interna,	 con	 patrón	 ve-
sicular	 en	 el	 caso	 del	 GFPC1RasGRP1	 y	
GFPC1a+C1bPKCθ.	 Para	 comprobar	 que	
mantenían	su	capacidad	de	unión	de	diacil-
glicerol	estimulamos	las	células	con	el	éster	
de	 forbol	 PMA	 (forbol	 12-miristato-13-ace-
tato),	 análogo	del	DAG. Todos	 los	 dominios	




Para	 estudiar	 la	 producción	 de	 DAG	 en	
sinapsis	empleamos	linfocitos	citolíticos	que	
expresaban	 estos	 dominios	 en	 ensayos	 de	














Mediante	 videomicroscopía	 confocal	 se	




mente	 (fig R2A,	 primera	 línea	 de	 paneles)	
en	 la	 zona	 de	 contacto	 entre	 la	 célula	 pre-
sentadora	de	antígeno	y	el	linfocito,	perma-
neciendo	 de	manera	 estable	 en	 la	 sinapsis.	
Por	el	contrario	el	dominio	GFPC1RasGRP1	
presentó	una	fuerte	localización	en	estructu-
ras	 vesiculares	durante	 el	 proceso	de	 reco-
nocimiento	y	conjugación;	tan	sólo	a	tiempos	
cortos	fue	posible	apreciar	su	translocación	
a	 sinapsis	 brevemente	 (fig R2A,	 segunda	
línea	 de	 paneles).	 El	 tándem	 de	 dominios	





Esta	 localización	 en	 estructuras	 diferen-





función	 de	 su	 secuencia,	 afinidad	 por	 dife-
rentes	 especies	 de	 DAG;	 de	 hecho	 el	 GFP-







El	 DAG	 presente	 en	 diversas	 localizacio-
nes	subcelulares	puede	ser	detectado	medi-
ante	 el	 uso	 de	 dominios	GFPC1s.	 La	 sobre-
expresión	de	éstos	en	células	CD8	activadas	
muestran	 localización	 de	 DAG	 en	 estructu-
ras	 internas	 en	 situación	 basal.	 El	 dominio	
GFPC1bPKCθ	 es	 un	 sensor	 del	 DAG	 produ-
cido	en	la	sinapsis	inmunológica.	
La	 señalización	 por	 péptidos	 agonistas	
desencadena	 respuestas	 efectoras	 en	 los	
linfocitos;	 sin	 embargo,	 cuando	 se	emplean	
péptidos	 alterados	 o	 agonistas	 parciales	 se	
obtienen	efectos	celulares	distintos,	como	la	
diferenciación	a	células	de	memoria	frente	a	
células	 efectoras,	 o	 la	 inducción	de	 anergia	
(246, 396).	 Nos	 preguntamos	 si	 la	 producción	
de	 DAG	 se	 veía	 disminuida	 en	 estas	 situa-
ciones	 de	 señalización	 débil/intermedia,	
correspondiéndose	 con	 el	 descenso	 de	 la	






















no	 se	 apreciaban	 cambios	 en	 la	 activación	
temprana	 de	 estas	 proteínas.	 No	 obstante,	







en	 sinapsis	 de	 los	 dominios	 C1s	 con	 estos	
dos	péptidos.	El	dominio	GFPC1bPKCθ,	sen-
sor	del	DAG	producido	en	sinapsis,	 localizó	
en	 ella	 en	 un	 menor	 porcentaje	 de	 células	
con	el	péptido	E1	en	comparación	con	el	alto	
porcentaje	de	translocación	que	mostró	cu-
ando	 se	 ensayó	 con	 SIINFEKL	 (29%	 frente	
a	 77%)	 (fig R2D).	 En	 estas	 condiciones	de	
alta	afinidad	del	complejo	pMHC-TCR	el	tán-
dem	 GFPC1a+C1b	 también	 mostró	 cierto	
porcentaje	 (20%)	 de	 translocación	 estable	
a	 sinapsis,	 disminuyendo	 claramente	 en	 el	
caso	del	péptido	E1	 (2%	de	 translocación).	
El	dominio	GFPC1RasGRP1,	por	el	contrario,	
apenas	 alteró	 su	 patrón	 de	 localización	 en	
ninguna	de	estas	situaciones.	
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Fig R2: Comportamiento de 
los dominios C1 en la sinap-
sis inmunológica de células 
CD8 OT-I.
Células	 CD8	 procedentes	 de	
ratones	 OT-I	 transducidas	
con	 los	 dominios	 GFPC1	 se	
dispusieron	 sobre	 placas	 de	
poli-L,D-lisina	 en	medio	 HBSS.	
Sobre	 ellas	 se	 añadieron	 cé-
lulas	 EL4	 incubadas	 previa-
mente	 con	 el	 colorante	 vital	
CMAC	 y	 el	 péptido	 SIINFEKL.	
Mediante	 videomicroscopía	
confocal	 se	 capturaron	 imá-
genes	 cada	 10seg	 de	 las	 célu-









para	 las	 proteínas	 indicadas.
(B) Las	 células	 transgénicas	
OT-I	 de	 bazo	 se	 incubaron	
con	 los	 péptidos	 indicados	
en	 medio	 completo.	 A	 las	
24h	 se	 recogieron	 y	 se	 anali-
zó	 la	 expresión	 de	 CD69	 me-
diante	 citometría	 de	 flujo.
	 (C)	 Se	 realizaron	 conjuga-
dos	 entre	 células	 CD8	 OT-I	
que	 expresaban	 los	 dominios	
GFPC1	 y	 células	 EL4	 carga-
das	 con	 los	 péptidos	 corres-
pondientes,	 de	 manera	 simi-
lar	 a	 (A).	 La	 translocación	 a	
la	 sinapsis	 de	 los	 dominios	
GFPC1	 se	 cuantificó	 en	 unas	











Generación de una sonda sensor 
de la producción de DAG en timocitos: 
GSTC1bPKCθ
Los	 datos	 de	 localización	 del	 dominio	
GFPC1bPKCθ	 en	 linfocitos	 periféricos	 de	
ratón	mostraban	 a	 esta	 construcción	 como	
un	perfecto	sensor	de	la	producción	de	DAG	
en	 sinapsis.	 Quisimos	 generar	 una	 sonda	
similar	susceptible	de	ser	usada	en	timocitos	
de	manera	 que	 nos	 permitiera	 emplear	 un	
sistema	de	péptidos	semejante	para	estudiar	
localización	 de	 proteínas	 y	 producción	 del	
lípido	en	función	de	la	intensidad	de	la	señal	
en	timo.	





afinidad	al	TCR	 transgénico	e	 induce	 selec-
ción	 negativa	 de	 los	 timocitos	 (522).	 Se	 han	
generado	 múltiples	 variantes	 de	 este	 pép-
tido	 con	 constantes	 de	 disociación	 pMHC-
TCR	alteradas,	lo	que	tiene	un	impacto	en	la	
señalización	posterior	y	en	la	respuesta	final	
de	 linfocito	 (90):	 los	 péptidos	 de	 afinidades	


















-     2´   5´  10´  2´   5´   10´
RTYTYEKL SIINFEKL
B
Fig R3: Activación de 
timocitos OT-I en sinapsis 
inmunológica y localiza-
ción de Lck, ZAP70, PLCγ 
y Erk.
(A)	 Timocitos	 procedentes	
de	 ratones	 OT-I	 se	 estimu-
laron	 en	 proporción	 2:1	
con	 células	 EL4	 incubadas	
con	 los	 péptidos	 indicados	
y	 fijadas	 en	 PFA	 2%	 antes	
de	 la	 estimulación.	 Se	 re-
cogieron	 las	 células	 trans-
currido	 el	 tiempo	 necesa-
rio	 y	 los	 lisados	 totales	 se	
analizaron	 por	 SDS-PAGE	
y	 western	 blot	 con	 los	 an-
ticuerpos	que	se	muestran.	
(B)	 Las	 células	 EL4	 in-
cubadas	 con	 el	 colorante	






lisina.	 Se	 fijaron	 con	 PFA	
2%,	 permeabilizaron	 con	
Tritón	 x-100	 0,2%	 y	 se	
realizaron	 inmunofluores-




copía	 confocal.	 Se	 muestra	
la	 imagen	 de	 campo	 cla-
ro	 cuando	 	 es	 necesario.
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respuesta	de	selección	positiva	mientras	que	
constantes	 de	 disociación	 bajas/afinidades	
altas	provocan	señales	fuertes	o	sostenidas	y	
selección	negativa	(423). Como	péptido	de	baja	




Comprobamos	 el	 comportamiento	 de	
ambos	 péptidos	 en	 señalización	 temprana,	
estimulando	 timocitos	extraídos	de	 ratones	









ya	descrito	del	 péptido	de	baja	 afinidad	 en	
nuestras	condiciones.
Además	quisimos	estudiar	la	localización	





diante	 inmunofluorescencia	 y	 microscopía	
confocal.	Pudimos	observar	que	RTYTYEKL	
producía	 una	 localización	 en	 membrana	
plasmática	 de	 Lck	 y	 de	 pZAP70,	 pPLCg1	 y	
pErk.	 En	 el	 caso	 de	 las	 formas	 fosforiladas	
de	estas	dos	últimas	moléculas	los	niveles	de	
detección	 eran,	 además,	muy	 bajos,	 corres-
pondiendo	 con	 los	 datos	 bioquímicos	 (fig 
R3B,	paneles	 izquierda).	Cuando	se	 inducía	
la	formación	de	sinapsis	con	el	péptido	ago-
nista,	 SIINFEKL,	 todas	 estas	 proteínas	 su-
frían	un	reclutamiento	a	la	zona	de	contacto	
(fig R3B,	paneles	derecha).	
En	 estas	 condiciones	 nos	 preguntamos	
dónde	se	localizaban	las	proteínas	reguladas	
por	DAG	e	 implicadas	en	desarrollo	 tímico:	




este	 proceso	 contribuyendo	 a	 la	 activación	
de	esta	MAPK	 (306).	En	situación	basal	en	ti-
mocitos	 ambas	 proteínas	 presentan	 locali-
zación	tanto	en	membrana	plasmática	como	









trario,	 RasGRP1	 sigue	 translocándose	 a	 la	







en	 condiciones	 de	 estimulación	 débil	 con-
cuerda	con	su	función	propuesta	en	selección	
positiva,	tanto	por	modelos	matemáticos	(72)	
como	 por	 los	 defectos	 mostrados	 con	 ra-
tones	KO	de	RasGRP1,	que	tienen	defectos	en	
Fig R4: Localización de PKCθ y Ras-
GRP1 en sinapsis de timocitos.
Los	timocitos	de	ratones	OT-I	se	incuba-
ron	 con	 células	 EL4	 teñidas	 con	 CMAC	
e	 incubadas	 con	péptidos.	 Se	 cultivaron	
sobre	 cubreobjetos	 recubiertos	 de	 poli-
L,D-lisina,	 se	 fijaron	 con	PFA	2%	y	per-
meabilizaron	con	Tritón	x-100	0,2%	y	se	
realizó	 inmunofluorescencia	 contra	 las	
proteínas	 endógenas	 PKCθ	 y	 RasGRP1.	
Se	analizaron	las	muestras	mediante	mi-










Como	contrapunto,	el	 resultado	de	 la	 local-
ización	de	RasGRP1	y	del	resto	de	proteínas	
analizadas	 con	 el	 péptido	 de	 baja	 afinidad	
contradice	 el	 modelo	 propuesto	 de	 local-
ización	 interna	 de	 los	 complejos	 señaliza-
dores	en	estas	condiciones	de	estimulación	
(90).	No	obstante	 el	 uso	de	APCs	en	nuestro	
caso,	 en	 lugar	 de	 estímulo	 soluble,	 podría	
proveer	 señales	 de	 co-estimulación	 adicio-
nales	que	explicasen	nuestro	resultado	final.
Señales	de	péptidos	agonistas,	que	 indu-
cen	 selección	 negativa,	 localizan	 a	 las	 pro-
teínas	 Lck,	 PKC	 y	 RasGRP1	 y	 a	 las	 formas	
activas	 de	 ZAP70,	 PLC	 y	 Erk	 en	 la	 sinapsis	
inmunológica	en	timocitos.	Por	el	contrario,	
con	 péptidos	 de	 baja	 afinidad	 que	 inducen	
selección	 positiva	 todas	 estas	 proteínas	 se	
encuentran	 en	 membrana	 plasmática.	 Tan	
sólo	RasGRP1	se	muestra	sensible	en	su	lo-
calización	 con	 el	 péptido	 de	 baja	 afinidad,	
encontrándose	 con	 cierta	 frecuencia	 en	
sinapsis	en	esta	situación.
Ya	que	estas	proteínas	localizan	en	sinap-






tos	 que	 se	 producen	 de	 él	 en	 sinapsis	 (fig 
R2A) intentamos	expresarlo	como	proteína	
recombinante	con	el	fin	de	emplearlo	a	modo	
de	 anticuerpo	 en	 inmunofluorescencia	 y	
GSTC1bPKCθ
GST

















Fig R5: Generación de una sonda GSTC1bPKCθ para detectar DAG en timocitos.
(A)	 Se	 expresaron	 las	 proteínas	 GST	 y	 GSTC1bPKCθ	 en	 la	 cepa	 bacteriana	 BL21(De3)pLysS.	 De	 los	 lisados	 de	 estas	 célu-
las	 se	 purificaron	 las	 proteínas	 con	 columnas	 de	 cromatografía;	 mediante	 SDS-PAGE	 y	 tinción	 de	 Coomassie	 se	 seleccionaron	





sieron	sobre	cristales	para	 inmunofluorescencia,	 fijando	y	permeabilizando	 las	muestras	 como	se	ha	 indicado	 (B).	 Se	empleó	el	domi-
nio	 GSTC1bPKCθ	 para	 realizar	 la	 inmunofluorescencia	 y	 se	 capturaron	 imágenes	 representativas	 mediante	 microscopía	 confocal.
(D) Durante	 la	 formación	 de	 conjugados	 entre	 timocitos	 y	 células	 EL4	 se	 adicionó	 el	 inhibidor	 de	 PLC	 U73122.	 Las	 célu-
las	 se	 dispusieron	 sobre	 cubreobjetos	 y	 se	 procedió	 como	 anteriormente	 (B	 y	 C)	 para	 su	 análisis	 por	 microscopía	 confocal.
Función	del	diacilglicerol	en	el	desarrollo,	activación	y	homeostasis	de	células	T
									53
                          Resultados
posterior	análisis	por	microscopía	confocal.	







e	 integridad	mediante	 electroforesis	 en	 gel	
de	acrilamida	y	tinción	de	Coomassie	y	West-
ern	blot (fig R5A).	Aislamos	 timocitos	OT-I	
y	mediante	inmunofluorescencia	ensayamos	
la	funcionalidad	de	la	proteína	recombinante	
en	 su	 unión	 in vitro	 a	 DAG.	 Incubamos	 las	
células	fijadas	y	permeabilizadas	con	GST	o	
GSTC1bPKCθ	 y	 posteriormente	 empleamos	
anticuerpos	 antiGST	 y	 secundarios	 marca-
dos	 con	 fluorocromos	 para	 visualizar	 me-
diante	microscopía	confocal	las	tinciones.	El	




















en	 los	 timocitos	 incubamos	 las	 células	 con	





zada	 del	 lípido	 en	 membrana	 plasmática,	
perdiéndose	 la	 señal	 de	membrana	 interna	
totalmente.	
La	 sonda	 GSTC1bPKCθ	 detecta	 el	 DAG	
presente	en	timocitos.	Éste	se	encuentra	dis-





Efectos de la disminución de DAG 
en el desarrollo y activación de lin-
focitos T.
En	estos	 experimentos	 con	 los	dominios	
GFP	o	GSTC1,	 la	 acumulación	de	DAG	en	 la	
sinapsis	 observada	 correlaciona	 con	 la	 in-
tensidad	de	la	señal	dada	y	sugiere	un	papel	
importante	de	este	lípido	en	los	mecanismos	
de	 activación	 que	 se	 desencadenan.	 En	 la	
segunda	parte	de	esta	tesis	decidimos	estu-
diar	más	a	fondo	la	función	de	este	segundo	
mensajero	 en	 la	 activación	de	 cada	 ruta	de	
señalización	así	como	en	el	desarrollo	y	ho-
meostasis	de	las	células	T.	
Como	 aproximación	 experimental	 gene-
ramos	 una	 construcción	 modulando	 una	
actividad	 enzimática	 DGK,	 de	 manera	 que	
alterase	los	niveles	de	este	lípido	en	una	lo-




y	 comprobamos	 sus	 efectos	 inmediatos	 en	
señalización	 temprana	 en	 líneas	 celulares;	





Elaboración de una herramienta que 
disminuya los niveles celulares de DAG en 
la membrana plasmática
Para	disminuir	los	niveles	de	DAG	produ-





de	manera	que	 reconociese	 y	 transformase	
el	 DAG	 existente	 en	 esa	 localización	 a	 PA.	
Esta	aproximación,	en	teoría,	nos	permitiría	
manipular	de	forma	selectiva	uno	de	los	se-
gundos	 mensajeros	 generados	 tras	 la	 acti-
vación	de	fosfolipasa	C	sin	afectar	los	niveles	
de	 calcio	 ni	 la	 activación	 de	 otras	 señales	
reguladas	 por	 tirosinas	 quinasas.	 De	 esta	
forma	manipularíamos	teóricamente	uno	de	
los	 segundos	mensajeros	 celulares,	 el	 DAG,	
sin	afectar	al	 resto	de	mensajeros	 lipídicos,	
a	 los	niveles	de	 calcio	o	 a	 la	 activación	por	
tirosinas	quinasas.




del	 grupo	 había	 determinado	 que	 los	 do-
minios	de	manos	de	calcio,	localizados	en	la	
parte	N-terminal	de	la	enzima,	actúan	como	
reguladores	 negativos	 de	 su	 actividad:	 de	
hecho	 mutantes	 de	 deleción	 de	 esta	 parte	
presentan	una	mayor	actividad	catalítica	así	
como	localización	basal	en	membrana	(407).
Para	 generar	 una	 versión	 constitutiva-
mente	activa	de	 la	enzima	decidimos	elimi-
nar,	en	la	variante	porcina	de	ésta,	las	manos	
de	 calcio,	 correspondientes	 a	 los	 primeros	
196	 aa	 (D196DGKa).	 Como	 modo	 de	 loca-
lización	 en	membrana	 antepusimos	 los	 do-
minios	 extracelular	 y	 transmembrana	de	 la	
molécula	 de	 adhesión	 LFA-2	 (CD2)	 de	 rata	
(fig R1A	 izquierda).	 Esta	 aproximación	 ex-
perimental	de	 anclaje	de	proteínas	 a	mem-
brana	ya	ha	sido	empleada	previamente	para	
generar	 modelos	 celulares	 y	 animales	 (285, 
376).
CD2	es	una	integrina	implicada	en	el	esta-
blecimiento	de	 los	 contactos	 iniciales	 entre	
la	 célula	presentadora	de	 antígeno	y	 el	 lin-
focito	T,	y	 forma	parte	de	 la	 sinapsis	 inmu-
nológica	en	el	anillo	de	integrinas	periférico,	
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CD2	actúa	como	molécula	de	coestimulación	
(487).
Con	 la	 adición	 de	 estos	 dominios	 a	
D196DGKa	se	generó	la	quimera	proteica,	a	
la	que	llamaremos	a	partir	de	ahora	caDGK.	


















blot,	 apreciándose	dos	 bandas	 que	difieren	
muy	 poco	 en	 su	 peso	molecular,	 ambas	 de	
mayor	peso	que	la	proteína	endógena	(flecha	












protocolo	 de	 deglicosilación,	 que	 se	 realiza	
con	 altas	 concentraciones	 de	 SDS	 para	 fa-














































Efectos de la disminución de DAG en la 
reorganización del citoesqueleto y la mo-






formar	una	 sinapsis	 inmunológica	 eficiente	
que	actúe	como	plataforma	señalizadora	(506).	













estimulación	 con	 APCs	 en	 condiciones	 de	
sobre-expresión	 de	 caDGK	 (fig R7A,	 izqui-
erda).	 Como	APCs	empleamos	 las	 células	B	
humanas	 Raji,	 procedentes	 de	 un	 linfoma	
de	Burkitt	 (213),	 cargadas	con	superantígeno	
SEE,	que	se	une	a	MHC	clase	II	y	posterior-
mente	 a	 la	 cadena	Vb	 del	 TCR,	 activando	 a	
dicho	 receptor	 y	 mimetizando	 la	 sinapsis	
inmunológica	(516, 523).	Como	se	puede	obser-
var	en	la	figura,	la	sobre-expresión	de	caDGK	
















de	 CD2	 (fig R7A,	 panel	 derecho	 superior).	
Cuando	 se	 sobreexpresa	 la	 proteína	 caDGK	
las	 células	 remodelan	 su	 citoesqueleto	 de	






Otro	 hecho	 esencial	 en	 la	 activación	 del	
linfocito	es	el	aumento	de	calcio	intracelular	
por	 la	 activación	 de	 PLCg1	 (130);	 este	 calcio	
será	 responsable	de	 la	activación	del	 factor	
de	transcripción	NF-AT	a	través	de	las	proteí-
nas	calmodulina-calcineurina	(275).	En	los	lin-
focitos	T	 se	han	descrito	 canales	 catiónicos	
susceptibles	de	regulación	por	DAG	que	po-
drían	estar	implicados	en	la	entrada	de	calcio	





Realizamos	 medidas	 de	 calcio	 intracelular	
por	citometría	de	flujo	tras	estimulación	del	
TCR,	y	no	observamos	diferencias	entre	 las	









Dinámicas de generación y distribución 




o	 disminuir	 los	 niveles	 de	 DAG	 producido	
por	PLCg	en	la	membrana.	Aunque	habíamos	
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ducía	 en	 condiciones	 de	 sinapsis.	 Para	 ello	
hicimos	uso	de	los	dominios	de	unión	a	DAG,	





producido	 tras	 la	 estimulación	 del	 TCR,	 en	
un	 sistema	 de	 microesferas	 recubiertas	 de	
antiCD3	 y	 antiCD28.	 La	 construcción	 GFP-
C1RasGRP1	 permanecía,	 en	 cambio,	 local-
izada	en	las	membranas	internas	(66).	
Ensayamos	 estas	 dos	 construcciones	 en	
nuestro	sistema	de	presentación	antigénica	
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el	 comportamiento	 de	 ambos	 dominios	 es	
muy	similar	al	que	presentan	cuando	se	ex-
presan	en	células	CD8	de	ratón.	
Para	 estudiar	 si	 existían	 cambios	 en	 la	
distribución	de	DAG	en	células	que	expresa-
ban	 la	 DGK	 constitutivamente	 activa	 co-ex-
presamos	los	dominios	C1	junto	con	caDGK.	
Mediante	 el	 uso	 de	 un	 anticuerpo	 antiCD2	
diferenciamos	 las	 células	 que	 expresaban	





en	 sinapsis	 (fig R8B).	 Sin	 embargo,	 en	 el	
caso	de	GFPC1RasGRP1	no	observamos	dife-













 Efecto de la disminución de DAG en la 
activación de las PKCs.
Como	 se	 ha	mencionado	 en	 la	 introduc-
ción,	el	DAG	es	un	activador	alostérico	de	las	
proteínas	quinasas	C		clásicas	y	nuevas	me-
diante	 su	unión	a	 los	dominios	C1	de	éstas 
(337).	En	la	cascada	del	TCR	se	han	implicado	
isoformas	pertenecientes	a	ambos	subgrupos	









caDGK	mostraron	 una	menor	 activación	 de	
PKCs	 clásicas,	 como	muestra	 el	 análisis	 de	
los	 sustratos	 fosforilados	 de	 PKC	 (fig R9A,	
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Fig R9: Efecto de la sobre-expresión 




ciones	 enriquecidas	 en	 la	 expresión	
de	 estas	 proteínas	 mediante	 FACS.	
Posteriormente	 se	 estimularon	 con	
antiCD3+antiCD28	y	los	lisados	totales	
se	analizaron	para	 los	anticuerpos	es-
pecíficos	 señalados.	 Como	 control	 del	
ensayo	 de	 activación	 de	 PKCs	 células	
Jurkat	 se	 incubaron	 con	 el	 inhibidor	
BIM	 durante	 30min	 y	 sus	 lisados	 se	
compararon	 por	 western	 blot	 con	 el	
anticuerpo	 contra	 sustratos	 fosfori-
lados	 de	 PKC	 (R/K)X(S*)(Hyd)(R/K).
(B) Las	 células	 Jurkat	 se	 transfecta-
ron	 con	 las	 construcciones	 indicadas	
y	 se	 conjugaron	 con	 células	 Raji	 te-
ñidas	 con	 CMAC	 en	 condiciones	 de	
-/+SEE.	 Los	 conjugados	 se	 fijaron	 y	
permeabilizaron	 sobre	 cubreobje-
tos	 recubiertos	 de	 poli-D,L-lisina	 y	 se	
montaron	 para	 analizar	 por	 micros-
copía	 confocal	 la	 expresión	 de	 caDGK	
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bajas,	que	actúan	de	forma	específica	sobre	









apareció	 disminuida	 en	 las	 células	 que	 ex-














diferencia	 no	 es	 tan	manifiesta	 como	 en	 el	




DAG	 sobre	 la	 vía	 de	 PKCθ	 se	 ejerce	 a	 nivel	
de	 su	 activación	 y	 no	 de	 su	 localización	 en	
membrana,	 aunque	 pueda	 contribuir	 par-
cialmente	 a	 la	 estabilización	 de	 la	 proteína	
en	ella.	Este	resultado	es	acorde	con	los	tra-
bajos	 que	 resaltan	 la	 necesidad	 de	 señales	











Función del DAG en la activación de Ras/
Erk/CD69
RasGRP1	 es	 esencial	 en	 la	 activación	 de	
Ras/Erk	 en	 linfocitos.	 La	 unión	 de	 DAG	 a	
su	 dominio	 C1	 es	 necesaria	 para	 ejercer	 la	




Fig R10: Estudio de la activación de 
Erk e inducción de CD69 en células 
que sobre-expresan caDGK.
(A)	 Las	 células	 Jurkat	 se	 transfecta-
ron	 con	 GFP	 o	 caDGK	 y	 se	 aislaron	
poblaciones	 enriquecidas	 en	 la	 ex-
presión	 de	 estas	 proteínas	 mediante	
FACS.	 Posteriormente	 se	 estimularon	
con	 antiCD3+antiCD28	 y	 en	 los	 lisa-
dos	totales	se	analizó	 la	activación	de	
Erk	 mediante	 anticuerpos	 contra	 la	
forma	 fosforilada	 y	 la	 proteína	 total.
(B)	Las	células	Jurkat	transfectadas	con	
GFP	o	caDGK	se	cultivaron	sobre	cáma-
ras	 recubiertas	 de	 antiCD3+antiCD28	
durante	 16h.	 Se	 recogieron	 las	 célu-
las	 y	 se	 determinó	 mediante	 tinción	
con	 antiCD69	 y	 antiCD2	 la	 expresión	
de	 estas	moléculas	 por	 citometría	 de	
flujo.	 En	 la	 gráfica	 se	 representa	 la	
expresión	de	CD69	en	células	que	ex-
presan	GFP	o	caDGK,	respectivamente.
(C)	 Se	 conjugaron	 células	 Jurkat	 tranfectadas	 con	 caDGK	 y	 células	 Raji	 incubads	 previamente	 con	 CMAC	 y	 -/+SEE.	 Se	 fijaron	 y	
permeabilizaron	 las	 células	 sobre	 cubreobjetos	 recubiertos	 de	 poli-D,L-lisina	 y	 se	 usaron	 anticuerpos	 anti-pErk(verde)	 y	 an-
tiCD2	 (rojo)	 	 para	 seguir	 la	 expresión	 de	 ambas	 proteínas.	 Se	 muestran	 imágenes	 representativas	 de	 las	 muestras	 analizadas	
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que	 sobre-expresan	 caDGK	 verán	 afectado	
su	respuesta	general	a	la	estimulación.	Para	
comprobar	 esto	 analizamos	 los	 niveles	 del	
marcador	 de	 activación	 CD69	 en	 linfocitos	
cultivados	 sobre	 placas	 recubiertas	 de	 an-
ticuerpo	 contra	 el	 TCR.	 De	 acuerdo	 con	 el	
descenso	en	Erk	activo	encontramos	que	 la	
inducción	de	CD69	estaba	disminuida	en	cé-
lulas	 que	 sobre-expresan	 caDGK,	 indicando	
la	necesidad	de	que	se	produzcan	niveles	ad-
ecuados	de	DAG	para	obtener	una	respuesta	









munofluorescencia	 en	 conjugados	 y	 encon-
tramos	que	aproximadamente	en	el	50%	de	




se	 observaba	 señal	 de	 pErk	 la	 localización	
de	 éste	 correspondía	 al	 área	 de	 contacto,	
de	manera	 similar	a	 las	 células	 control	(fig 
R10B).	Por	tanto	la	disminución	de	DAG	no	
altera	 la	 localización	 en	 sinapsis	 de	 pErk,	
aunque	sí	su	nivel	de	fosforilación.	
Las	 células	 que	 sobre-expresan	 caDGK	
presentan	 deficiencias	 en	 la	 inducción	 de	
CD69	y	en	la	fosforilación	de	Erk	en	respues-
ta	al	TCR.	
Para	 analizar	 si	 la	 deficiente	 activación	
de	Erk	era	una	consecuencia	directa	del	re-
querimiento	 por	DAG	 para	 la	 activación	 de	
RasGRP1/Ras	realizamos	ensayos	pull-down	
para	 medir	 los	 niveles	 de	 Ras	 activo.	 Sor-
prendentemente,	 no	 observamos	 cambios	
significativos	 mediante	 esta	 aproximación	
en	la	activación	de	Ras	en	células	que	expre-
saban	 caDGK	 (fig R11A).	 Sin	 embargo,	 no	
podemos	descartar	que	no	estemos	modifi-
cando	una	isoforma	específica	de	Ras	activo	
o	 en	 una	 localización	 subcelular	 determi-
nada,	hecho	que	el	ensayo	de	pull-down	no	
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Localiz ción GFPR P1 sin sis
Fig R11: Activación de Ras y localización de 
RasGRP1 en presencia de caDGK.
(A)	Las	células	 Jurkat	se	transfectaron	con	GFP	
o	 caDGK	 y	 se	 aislaron	 poblaciones	 enriqueci-
das	en	la	expresión	de	estas	proteínas	mediante	
FACS.	Se	estimularon	con	antiCD3+antiCD28	y	se	
lisaron	 en	 condiciones	 de	 ensayo	 de	 detección	





(B) Las	 células	 Jurkat	 se	 transfectaron	 con	 las	
construcciones	 indicadas	 y	 se	 conjugaron	 con	
células	 Raji	 teñidas	 con	 CMAC	 en	 condiciones	
de	 -/+SEE.	 Los	 conjugados	 se	 fijaron	 y	 per-
meabilizaron	 sobre	 cubreobjetos	 recubiertos	
de	 poli-D,L-lisina	 y	 se	 montaron	 para	 analizar	
por	microscopía	confocal	la	expresión	de	caDGK	
(rojo)	 y	 la	 translocación	 de	 GFPRasGRP1	 (ver-
de).	Se	cuantificó	la	localización	de	GFPRasGRP1	
en	 sinapsis	 en	 cada	 situación	 (gráfica	 inferior)
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sistema	 dónde	 se	 localizaba	 esta	 proteína.	
Para	ello	sobre-expresamos	GFPRasGRP1	en	
presencia	o	ausencia	de	caDGK	y	realizamos	










sobre-expresión	 de	 caDGK	 (figR11B),	 por	





























en	 membrana	 plasmática	 incluso	 en	 situa-
ciones	de	no	estimulación.
Regulación del DAG sobre la activación 
de Akt.
La	estimulación	del	TCR	produce	una	rá-
pida	 y	 persistente	 activación	 de	 la	 enzima	
PI3K	 (83, 515),	 que	 activa	 a	 proteínas	 con	do-
minios	PH	como	Akt/PKB	por	la	producción	
de	 fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato	 (281).	 La	
activación	de	PI3K/Akt	es	esencial	en	super-
vivencia	y	proliferación	en	 linfocitos	 (206, 411, 
474, 520)	y	en	la	producción	de	respuestas	pri-
marias	y	secundarias	(5, 455).
Estudios	 desarrollados	 en	 el	 laborato-
rio	 y	 publicaciones	 recientes	 sugieren	 una	
conexión	 entre	 el	 DAG	 y	 la	 activación	 de	
PI3K/Akt	 (41, 353),	 y	 entre	PKCθ	 y	Akt	 (33, 490),	
por	 lo	 que	 quisimos	 estudiar	 si	 las	 células	
que	 expresaban	 caDGK	 tenían	 alterada	 la	
activación	de	esta	vía.	Analizamos	la	fosfori-




un	 anticuerpo	que	 reconoce	el	motivo	 con-
senso	 de	 fosforilación	 por	Akt	 en	 su	 forma	
fosforilada	 estudiamos	 la	 actividad	de	Akt/















Fig R12: Efecto de la sobreexpresión de caDGK en la activa-










La	 activación	 de	 PI3K	 y	 Akt	 está	 ligera-
mente	 disminuida	 en	 células	 que	 expresan	
caDGK.
Estudio de la regulación del DAG sobre 
la activación del TCR: tirosinas quinasas.
La	 sobre-expresión	 de	 caDGK	 en	 células	














activación	 de	 las	 proteínas	 tirosinas	 quina-
sas	del	TCR,	tan	estrictamente	dependientes	
de	Lck.	
Así	 ensayamos	 la	 activación	 de	 ZAP70	 y	
PLCg	 tras	 la	 estimulación	 del	 TCR	 medida	
como	fosforilación	de	estas	proteínas	en	cé-




sucedía	 en	 conjugados	 de	 células	 Jurkat	 y	
Raji;	al	analizar	la	activación	de	Lck	(medida	





ban	 ectópicamente	 caDGK,	 se	 encontraban	
moderadamente	disminuidas	(fig R13B).	






crito	 como	 importantes	 para	 la	 función	 de	
PLCg1	(424).	La	regulación	de	la	actividad	PLC	
es	compleja	e	 implica	a	múltiples	proteínas	










Fig R13: Estudio de activación de 
las proteínas tirosina quinasas en 
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Expresión en transgénesis de 
caDGK en linaje T.
La	 DGK	 constitutivamente	 activa	 gen-
erada	 caDGK	 era	 capaz	 de	 disminuir	 la	 ac-










que	 tenía	 la	 sobre-expresión	 de	 caDGK	 en	
transgénesis	en	todos	estos	procesos.	Clona-
mos	 el	 ADN	 copia	 correspondiente	 a	 dicha	




tiene	 el	 promotor	 proximal	 de	 Lck,	 que	
induce	 altos	 niveles	 de	 expresión	 de	 esta	
proteína	 en	 células	 T	 inmaduras	 (525).	 Las	
modificaciones	llevadas	a	cabo	(ver	descrip-
ción	en	Materiales	y	Métodos)	hacen	que	las	
construcciones	 expresadas	 en	 transgénesis	
con	 p1017D	 obtengan	mayor	 estabilidad	 y	
niveles	de	expresión	que	con	el	vector	p1017	
(320).
Los	 animales	 se	 generaron	 por	 micro-
inyección	en	oocitos	 fecundados	de	ratones	
de	fondo	puro	C57BL/6J	(fig R14B)	y	la	in-
serción	 del	 transgén	 se	 detectó	 mediante	
PCR	 con	 oligonucleótidos	 específicos	 sobre	
ADN	 genómico.	 Los	 individuos	 positivos	
que	transmitían	el	transgén	se	establecieron	
como	 fundadores	 (fig R14C);	 se	 comprobó	
en	ADN	genómico	procedente	de	estos	indi-
viduos	 la	 inserción	y	orientación	de	 las	 co-
pias	de	transgén	mediante	southern	blot	(fig 
R14D y M0).	Para	determinar	aproximada-





Implantación en hembras pseudopreñadas
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ern	 blot	 empleando	un	 anticuerpo	 antiCD2	
(fig R14F),	 obteniéndose	 una	 banda	 del	
peso	molecular	esperado.	
De	 todo	 este	 análisis	 se	 obtuvieron	 3	
líneas	 independientes,	procedentes	de	 indi-
viduos	fundadores	que	transmitían	el	trans-
gén	y	 cuya	 expresión	de	 la	 proteína	 caDGK	
era	 detectable.	 En	 los	 tres	 casos	 se	 obtuvo	
una	 sola	 inserción	 con	múltiples	 copias	 en	
tándem	cabeza-cabeza	y	expresión	tanto	en	
timo	como	en	órganos	 linfoides	periféricos.	
Desafortunadamente	 no	 fuimos	 capaces	 de	
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nicos	 induce	 expresión	 desde	 estadío	 DN1	
en	 los	 timocitos,	 por	 lo	 que	 evaluamos	 las	
poblaciones	tímicas	desde	DN	a	célula	madu-
ras	funcionales.	
Los	 timos	 de	 los	 ratones	 transgénicos	
caDGK	(caDGK)	mostraron	un	menor	tama-
ño	 y	 celularidad	 que	 los	 ratones	 control	
(wt)	 (fig R15A).	 Analizamos	 las	 diferen-
tes	 subpoblaciones	 establecidas	 durante	 el	
desarrollo	 en	 porcentajes	 respecto	 al	 total	
de	 células	 de	 timo:	 dobles	 negativos	 (DN),	
dobles	positivos	(DP),	CD4+CD8lo,	CD4	sim-
ples	positivos	(CD4)	y	CD8	simples	positivos	
(CD8). Pudimos	 observar	 que	 los	 ratones	
caDGK	presentan	una	acumulación	de	célu-
las	DN,	un	descenso	del	porcentaje	de	DP	y	
CD4+CD8lo	 y	 un	 claro	 aumento	 de	 células	



























CD8	 en	 comparación	 con	 ratones	 control	
(fig R15B,	cuantificación	gráfica	derecha).	El	
análisis	de	las	células	T	reguladoras	en	timo	
(CD4+CD25+FoxP3+),	 no	 reveló	 diferencias	
significativas	en	los	porcentajes	de	esta	últi-
ma	 subpoblación	 (fig R15C,	 cuantificación	
en	gráfica	derecha).
Los	 ratones	 transgénicos	 caDGK	 presen-
tan	deficiencias	en	número	y	en	distribución	
de	poblaciones	en	timo.
Para	 comprender	 por	 qué	 existían	 estas	
diferencias	en	las	distintas	poblaciones	pro-




HSA	 (Heat	 Stable	 Antigen)	 es	 una	 glico-
proteína	de	superficie	expresada	en	células	
T	 inmaduras,	 entre	 otros	 tipos	 celulares.	
















CD127/IL-7Ra	 transmite	 las	 señales	 de	
proliferación	 y	 supervivencia	 de	 IL-7	 esen-
ciales	en	el	progreso	de	los	timocitos	en	sus	
etapas	 iniciales	 de	 desarrollo,	 desde	 ETPs	



































































CD69	 y	 CD5	 se	 encuentran	 disminuidos	 en	
los	ratones	transgénicos,	indicando	defectos	
en	 selección	 y	 transmisión	 de	 señales	más	
débil	por	el	TCR	(fig R16).
Por	 otro	 lado	 las	 células	 CD8	 estaban	
drásticamente	 afectadas	 en	 los	 ratones	
transgénicos,	 presentando	 un	 fenotipo	más	
inmaduro	 (HSAhi	 TCRlo	 CD69lo)	 También	
observamos	 diferencias	 en	 la	 expresión	 de	





La	 expresión	 en	 transgénesis	 de	 caDGK	
produce	un	aumento	de	DN	que	se	ve	refle-
jado	 en	 un	 descenso	 de	 la	 población	 DP;	



























































































































ensayarla	 en	 nuestros	 timocitos	 transgé-
nicos.	Tras	la	estimulación	de	las	células	con	
antiCD3	y	análisis	por	western	blot	compro-









gracias	 a	 señales	 eficientes	 de	 selección.	 El	
análisis	 detallado	de	 las	poblaciones	TCRhi	
demostró	un	desequilibrio	hacia	CD8	SP	en	










Ya	 que	 es	 difícil	 estudiar	 selección	 en	
sistemas	donde	el	repertorio	de	TCRs	es	tan	
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Para	estudiar	el	efecto	del	DAG	en	la	selec-
ción	positiva	restringida	por	MHC	de	clase	II	
(selección	 positiva	 de	 células	 CD4)	 usamos	










control.	 Se	 observa	 también	 un	 ligero	 des-
censo	en	 los	CD4	SP	producidos	como	con-
secuencia	de	esta	parada	parcial	(fig R18A).
Este	 defecto	 tiene	 reflejo	 en	 los	 órganos	
periféricos	 de	 estos	 ratones:	 los	 ganglios	








ciente	 en	 ratones	 que	 expresan	 caDGK	que	
en	ratones	control.	
De	manera	análoga	al	estudio	de	la	selec-
ción	de	CD4s	 empleamos	 ratones	OT-I,	 que	
expresan	un	TCR	Va2+Vb5+	específico	para	









El	 TCR	 OT-I	 señaliza	 con	 gran	 fortaleza.	
Decidimos	emplear	otro	modelo	experimen-
tal	 que	 permitiera	 evaluar	 señales	 débiles	





















































Fig 20: Estudio de la selec-





















duce	 selección	 positiva	 de	 células	 CD8,	 el	
análisis	de	poblaciones	totales	DP/CD4/CD8	
no	 mostraba	 diferencias	 entre	 individuos	
control	e	individuos	caDGKxH-Y	(fig R20B).	
Sin	embargo,	 cuando	analizamos	en	detalle	
la	 población	 CD8	 pudimos	 comprobar	 que	
gran	 parte	 de	 estas	 células	 son	 inmaduras	
y	expresan	altos	niveles	de	HSA	(fig R20C).	
Esto	 indica	que	o	bien	estas	células	no	han	




Estos	 resultados	 asemejan	 a	 los	 datos	
publicados	de	ratones	RasGRP1-/-	cruzados	
con	 ratones	 de	 TCR	 transgénico	 H-Y	 ó	 2C,	





baja	 intensidad (359).	En	ambos	casos	 las	cé-
lulas	 CD8	 obtenidas	 presentan	 un	 fenotipo	






La	 selección	 negativa	 en	 ratones	 caDGK	
no	 está	 alterada.	 En	 el	 sistema	 H-Y	 de	 se-





Estudio de las poblaciones preseleccio-
nadas: DN e ISP
Tanto	 el	 análisis	 de	 marcadores	 de	 de-
sarrollo	 de	 timocitos	 transgénicos	 caDGK	
como	 los	 datos	 de	 selección	 de	 hembras	

































































desarrollo.	 Las	 células	 ISPs	 son	 células	 en	
transición	 desde	 DN	 que	 inducirán	 la	 ex-
presión	de	CD4	para	alcanzar	el	 estadío	de	
DP (343, 436).	 El	 perfil	 característico	 de	 esta	
población	 (CD8+CD4loHSAhiTCRloCD69lo)	
asemeja	mucho	al	obtenido	de	nuestro	análi-




las	CD8	SP	inmaduras	(45, 87, 264, 301).
Para	distinguir	si	este	defecto	en	nuestros	
transgénicos	 es	 previo	 o	 posterior	 al	 paso	






Observamos	 que	 los	 fetos	 transgénicos	
tenían	una	distribución	de	poblaciones	clara-
mente	alterada,	con	un	gran	aumento	de	CD8	
ISPs	 a	 costa	 de	 la	 población	DP	 (fig R21A,	




Para	 comprobar	 si	 estas	 células	 ISPs	
habían	perdido	su	capacidad	de	madurar	las	
aislamos	mediante	 la	 técnica	 de	 FACS	 y	 las	
cultivamos	durante	16h	en	medio	completo	
ex vivo.	 Si	 son	 capaces	de	progresar	 en	de-
sarrollo	 en	 estas	 condiciones	 comienzan	 a	
expresar	CD4	y	se	convierten	en	células	DP	
((52, 340, 552)	 y	 fig R21B	 paneles	 superiores).	
Al	contrario	que	las	células	control,	los	ISPs	
transgénicos	no	son	capaces	de	inducir	CD4	
y	 permanecen	 como	 población	 inmadura	
tras	el	cultivo	(fig R21B paneles	inferiores).	
De	acuerdo	con	este	resultado	los	DP	trans-
génicos	 fetales	 se	 mostraron	 como	 células	
parcialmente	inmaduras	puesto	que	no	eran	
capaces	de	aumentar	 al	nivel	del	 control	 la	
expresión	de	TCR	(fig R21C	histogramas	su-
periores)
Como	 caracterización	 final	 de	 esta	 po-
blación	 medimos	 los	 niveles	 de	 CD127/IL-
7Ra:	 ratones	 que	 sobre-expresan	 en	 trans-
génesis	en	 linaje	T	esta	molécula	muestran	

























Fig 22: Análisis de las po-


























tre	células	control	y	transgénicas (fig R21C 
histogramas	inferiores)	siendo	los	niveles	de	
receptor	similares	en	ambos	casos.	
















sos	estadíos	DN1-4	en	 función	de	 la	 expre-
sión	 de	 los	marcadores	 de	 superficie	 CD44	
y	 CD25	 (141).	 Analizamos	 la	 distribución	 de	
estas	 poblaciones	 DN1-4	 en	 los	 timocitos	
transgénicos	mediante	 tinciones	 para	 estas	
dos	moléculas	de	superficie	en	timocitos	lin-	
(excluidos	 electrónicamente	 por	 citometría	
para	 los	marcadores	 CD3,	 CD4,	 CD8,	 B220,	
Mac-1,	Ter119,	NK1.1,	Gr-1	y	gδTCR).	La	dis-
tribución	en	porcentaje	entre	las	poblaciones	
DN1-4	 en	 los	 ratones	 transgénicos	 caDGK	
permanecían	 constantes	 aunque	 sobre	 la	
población	 total	 de	 timocitos	 todas	 estaban	




La	 acumulación	 generalizada	 de	 timoci-










únicamente	 por	 el	 TCR (463, 504).	 Cuando	 de-
terminamos	el	nivel	de	IL-7Ra/CD127	en	 la	
población	 DN	 de	 los	 ratones	 transgénicos	
caDGK	encontramos	que	su	expresión	estaba	
aumentada	con	respecto	a	las	células	control;	
este	 efecto	 se	 observaba	 claramente	 en	 los	





















































Fig 23: Expresión 
de los co-recepto-
res CD4 y CD8 en 





























                          Resultados
estadíos	de	DN3	y	DN4,	donde	la	expresión	
de	CD127	disminuye	en	ratones	salvajes.	
Los	 timos	 de	 ratones	 caDGK	 presentan	
una	parada	parcial	en	el	estadío	DN	que	co-
rresponde	 principalmente	 a	 un	 incremento	
de	 las	 poblaciones	 DN3	 y	 DN4.	 Estas	 dos	
subpoblaciones	presentan	niveles	de	expre-
sión	de	IL-7Ra	aumentados.	






de	 éste	 previamente	 podrían	 provocar	 los	
defectos	en	el	desarrollo	de	la	población	an-










lulas	 ISPs	 y	 DP	 procedentes	 de	 los	 ratones	
transgénicos	parecían	presentar	diferencias	
en	 los	 niveles	 de	 co-receptores	 expresados	
(figs R15B, R17A, R21A y R21B).	En	el	caso	
de	las	ISPs	la	expresión	de	CD8	era	mayor	en	
células	 transgénicas	 que	 en	 células	 control	
(fig R23A).
En	 las	DPs	 se	 observaba	un	 aumento	de	
CD8	y	una	disminución	de	CD4	con	respecto	
a	células	control	(fig R23B)	que	se	eviden-
ciaba	 además	 en	 la	 superposición	 de	 los	
histogramas	 CD4	 frente	 CD8	 de	 dichas	 po-
blaciones (fig R23B).	 Cuantificamos	 estas	
diferencias	 mediante	 la	 intensidad	 media	
de	fluorescencia	y	aparecieron	significativas	
en	el	caso	de	 los	niveles	de	CD4.	En	el	caso	
de	 CD8	 aunque	 no	 fueron	 tan	 acusadas	 las	
encontramos	 también	 reproducibles	 (fig 
R23B).	
De	 acuerdo	 a	 los	 experimentos	 realiza-
dos	por	otros	grupos,	una	expresión	persis-
tente	de	 IL-7Ra	 favorecería	 la	 aparición	de	
aquellas	 poblaciones	 que	 expresan	 niveles	




tanto	 con	mayores	 niveles	 de	 expresión	 de	
esta	 molécula,	 aumenta	 selectivamente	 la	
diferenciación	hacia	linaje	CD8	citolítico	(554).	
Finalmente	 analizamos	 si	 estas	 diferen-
cias	de	 expresión	de	 co-receptor	 en	DP	 co-
rrespondían	con	alteraciones	en	los	factores	
de	 transcripción	 responsables	 de	 los	 locus	
Cd4	y	Cd8	y	de	la	elección	de	linaje.	La	trans-
cripción	de	Cd4	se	ejerce	gracias	a	la	acción	
de	 los	 factores	 GATA-3,	 TOX,	 y	 ThPOK	 (8, 91, 
171).	 La	 expresión	 de	 estos	 tres	 factores	 au-
menta	o	se	 induce	por	señales	de	selección	
positiva	 en	DP;	 las	 señales	 persistentes	 del	
TCR	aumentan	la	expresión	de	ThPOK	espe-
cialmente	(170, 212, 410),	que	es	necesario	y	sufi-
ciente	para	redirigir	a	 los	 timocitos	a	 linaje	
CD4	(466).	En	el	caso	de	Cd8	su	transcripción	
se	 regula	por	 la	unión	de	Runx1	y	Runx3	a	
sus	 elementos	 potenciadores	 (enhancers)	






la	 transcripción	 del	 locus	 Cd8	 dirigiendo	 a	
los	timocitos	a	linaje	citotóxico	(425, 483).
Mediante	 qRT-PCR	 en	 tiempo	 real	 anali-
zamos	 los	niveles	de	ARN	mensajero	de	es-
tos	 factores	 de	 transcripción	 en	 células	DP.	
Encontramos	que	los	timocitos	transgénicos	
presentaban	 mayores	 niveles	 de	 Runx3	 y	
menor	 inducción	 de	 ThPOK	 en	 compara-
ción	 con	 timocitos	 control;	 este	 resultado	
concuerda	con	las	medidas	de	expresión	de	











mentada.	 En	 el	 caso	 de	 las	 DP,	 además,	 se	





en	estas	 células	DP	con	 respecto	a	 los	 con-
troles.
Efectos de la expresión en transgénesis 
de caDGK en los órganos periféricos.
Finalmente	 evaluamos	 el	 impacto	 de	 los	




Los	 bazos	 de	 los	 ratones	 transgénicos	
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la	 celularidad	 ni	 en	 las	 distintas	 subpobla-
ciones	 de	 células	 T	 y	 B	 (fig R24A, R24B).	
Sin	 embargo,	 sí	 observamos	 cambios	 en	 el	
ratio	 de	 células	 CD4	 frente	 a	 CD8,	 estando	
disminuido	 éste	 en	 los	 ratones	 transgénic-
os.	Esto	es	un	reflejo	de	una	mayor	propor-












































































previamente	 (fig R17A,	 ratio	 CD4	 TCRhi/
CD8	 TCRhi)	 No	 encontramos	 diferencias	
en	 los	porcentajes	de	células	T	reguladoras	
(CD4+Foxp3+)(fig R24C).









sión	 de	 CD69	 en	 ambos	 linajes,	 que	 podía	






A	 continuación	 estudiamos	 las	 pobla-
ciones	 de	 células	 T	 presentes	 en	 ganglios.	










ganglios	 son	 predominantemente	 poblacio-
nes	naïve	o	vírgenes,	que	no	han	visto	antíge-
no	y		representan	un	lectura	directa	del	pro-
ceso	de	desarrollo	 en	 el	 timo.	 Sin	 embargo	
las	células	T	transgénicas	caDGK	mostraban	
evidentes	diferencias	en	sus	marcadores	de	
superficie,	 con	un	aumento	de	 la	 expresión	
de	CD44	y	CD69,	marcadores	de	 activación	
en	 periferia,	 y	 una	 disminución	 de	 CD62L/
L-selectina	 (fig R25C).	 Este	 descenso	 de	
CD62L	en	superficie	es	también	un	fenóme-
no	que	acompaña	la	activación	de	linfocitos,	




T	 de	 memoria	 (CD62loCD44hi)	 De	 hecho,	
en	 la	 representación	de	 los	histogramas	de	
estos	dos	marcadores,	se	puede	ver	que	las	
proporciones	de	células	naïve	(CD62LhiCD-
44lo)	 frente	 a	 células	 de	 memoria	 central	
(CD62LhiCD44hi)	o	células	efectoras	de	me-
moria	 (CD62LloCD44hi)	 están	 alterados	 en	
los	ratones	transgénicos	caDGK.	En	la	mayo-
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ría	 de	 situaciones	 hay	 un	 aumento	 general	





Este	 fenotipo	 mostrado	 por	 las	 células	
presentes	 en	 ganglios	 es	 consistente	 con	
una	 situación	 de	 linfopenia	 o	 déficit	 en	 los	




respuesta	 proliferativa	 y	 adoptan	 un	 feno-
tipo	de	memoria.	Esto	sucede,	por	ejemplo,	
en	 ratones	 deficientes	 en	 LAT,	 GADS,	 SLP-
76,	NFATc2/c3,	y	RasGRP1 (280, 358, 371, 452, 544).	
Para	estudiar	este	fenómeno	en	más	detalle,	





































de	 señalizar	 eficientemente.	De	 hecho,	 esta	
linfopenia	 no	 se	 recupera	 con	 el	 paso	 del	
tiempo,	 y	 aparece	 sea	 cual	 sea	 la	 edad	 de	







lymphocytes).	 Como	 hemos	 comentado,	 los	
ganglios	están	mucho	más	restringidos	a	ser	
colonizados	con	poblaciones	vírgenes	que	el	





sangre.	 Para	 comprobarlo	 miramos	 marca-
dores	de	 activación	 en	PBLs;	 efectivamente	
las	células	de	ambos	linajes	T	en	los	ratones	
transgénicos	caDGK		presentan	un	perfil	de	
hiperactivación	 de	 acuerdo	 con	 los	 perfiles	
de	expresión	de	CD44	y	CD69	(fig R27).
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Durante	el	presente	trabajo	de	investiga-




sobre	 las	 funciones	de	DGKs	en	sistema	 in-
mune	 provenían	 de	 líneas	 celulares	 (407-409, 





Por	 otro	 lado,	 en	 nuestro	 laboratorio	 se	
acababan	de	describir	los	dominios	GFPC1s	
como	sensores	del	DAG	en	células	 linfoides	
(66).	 El	 éxito	 en	 el	 funcionamiento	 de	 estas	
construcciones	 nos	 llevó	 a	 plantearnos	 su	
adaptación	 y	 uso	 en	 células	 primarias	 de	
ratón:	 en	 el	 estudio	 del	 desarrollo	 y	 acti-
vación	 del	 linfocito	 se	 han	 generado	múlti-





res	 retrovirales	 y	 proteínas	 recombinantes	
descritos.		
En	 el	 transcurso	 de	 nuestro	 trabajo	 ex-
perimental	se	han	descrito	los	ratones	defici-
entes	en	DGKa	y	DGKz,	y	los	dobles	KO	para	
estas	proteínas	 (153, 330, 562),	 implicando	a	es-
tas	proteínas	en	desarrollo	de	timocitos,	en	
activación	de	linfocitos	e	inducción	de	aner-
gia;	 en	 este	 último	 caso	 se	 ha	 encontrado	
la	 conexión	directa	 con	el	 eje	RasGRP1-Erk	
(556).	 Se	ha	analizado	a	 fondo	el	 fenotipo	de	
los	 ratones	RasGRP1	 (75, 357, 358)	 y	 se	ha	pro-
fundizado	en	 la	regulación	de	esta	proteína	
dependientes	de	DAG-PKCθ	(386).	En	cuanto	a	
los	mecanismos	de	 señalización	 en	 timo	 se	
ha	propuesto	 la	 localización	de	 los	comple-
jos	 señalizadores,	 con	 la	 participación	 de	
RasGRP1	en	ellos,	como	determinante	en	la	
lectura	 final	 de	 selección	 positiva	 frente	 a	
negativa	 (90),	y	el	balance	entre	señalización	
por	el	TCR	frente	a	señalización	por	citoqui-
nas	 se	ha	evidenciado	 crítico	 en	el	proceso	
de	elección	de	linaje	(339, 340, 410).	
Todos	 estos	 descubrimientos	 resaltan	 la	
importancia	 del	 DAG	 en	 la	 biología	 de	 los	
linfocitos	 T	 y	 permiten	 situar	 e	 interpretar	
nuestros	 resultados	 en	 un	 escenario	 ple-
namente	activo	en	 la	 caracterización	de	 los	
mecanismos	 moleculares	 que	 dirigen	 los	
procesos	 de	 desarrollo	 y	 activación	 de	 los	
linfocitos.	
Generación de DAG en las sinapsis 
de linfocitos
La	estimulación	del	TCR	produce	 la	 acu-
mulación	 de	 DAG	 en	 las	 membranas	 celu-
lares.	Su	tiempo	de	residencia	allí	y	su	con-
centración	 es	 determinante	 en	 su	 función	
como	 segundo	mensajero,	 y	 depende	 de	 la	
regulación,	 en	 función	 del	 estímulo,	 de	 las	
enzimas	que	lo	producen	y	lo	degradan.	Las	
dificultades	bioquímicas	para	medir	concen-




una	 aproximación	 experimental	 diferente	 y	
emplear	los	dominios	C1	en	células	de	ratón,	
de	 manera	 que	 pudiéramos	 estudiar	 este	
lípido	 en	 sinapsis	 de	 linfocitos	 T	maduros,	
como	son	CTLs	OT-I,	y	de	células	de	timo.		
En	 los	 linfocitos	 periféricos	 empleamos	
los	 dominios	 GFPC1bPKCθ,	 GFPC1RasGRP1	
y	 GFPC1a+C1bPKCθ;	 todas	 estas	 construc-
ciones	 tienen	 gran	 afinidad	 por	 ésteres	 de	
forbol	 y	 diacilglicerol.	 El	 dominio	 C1aPKCθ	
es	el	único	que	presenta	ciertas	diferencias	
en	residuos	importantes	para	el	contacto	con	
el	 lípido;	 esto	es	general	para	 los	dominios	








En	 situación	 basal	 todas	 estas	 construc-
ciones	 permanecían	 localizadas	 en	 estruc-
turas	 de	 endomembrana,	 de	 forma	 similar	




do	mensajero	 en	 membrana	 plasmática	 en	
condiciones	exclusivas	de	estimulación	anti-
génica.	
La	 presencia	 de	 DAG	 en	 membranas	 in-
ternas	puede	deberse	a	motivos	estructura-
les	 o	 desempeñar	 una	 función	 biológica.	 El	
DAG	 confiere	 curvatura	 negativa	 e	 inesta-
bilidad	a	las	membranas	y	es	necesario	para	
los	 procesos	 de	 estrechamiento,	 formación	
de	vesículas	y	fusión	de	membranas	(431).	En	
este	sentido	es	interesante	observar	que	las	
estructuras	 a	 las	 que	 se	unen	 los	 dominios	
GFPC1	 en	 CTLs	 presentan	 un	 claro	 patrón	
vesicular,	 cuya	naturaleza	 tenemos	aún	que	
definir;	 hasta	 el	 momento	 el	 DAG	 ha	 sido	
relacionado	 tan	 sólo	 con	 el	 proceso	de	 for-





estos	 procesos	 de	 vesiculación,	 como	 son	
la	 PKD	o	ARF-GAP	 (17, 278).	 Aunque	PKD1	 se	
localiza	 en	 sinapsis	 inmunológica	 o	 mem-
branas	 plasmáticas	 en	 linfocitos	 T	 y	 B,	 no	









En	 situación	 de	 estimulación	 antigénica	
hemos	 observado	 una	 gran	 producción	 de	
DAG	en	sinapsis	inmunológica	medida	por	la	
localización	 de	GFPC1bPKCθ	 tanto	 en	 CTLs	
de	ratón	como	en	células	 Jurkat	 (fig R2A y 
R8A,	 respectivamente).	 La	 acumulación	 de	
este	dominio	en	la	zona	de	contacto	es	sos-
tenida	en	el	tiempo.	En	el	caso	del	GFPC1Ras-
GRP1	 tan	 sólo	 vemos	 localización	 de	 esta	
construcción	en	la	sinapsis	en	tiempos	muy	
tempranos	 o	 en	 un	 porcentaje	 pequeño	 de	
los	conjugados	(fig R2A).	El	comportamien-





la	 hidrólisis	 del	 PIP
2
	 catalizada	 por	 la	 PLC,	
con	 alto	 contenido	 en	 ácidos	 grasos	 poliin-
saturados,	 mientras	 que	 el	 GFPC1RasGRP1	
es	más	afín	por	el	DAG	que	contiene	ácidos	
grasos	monoinsaturados	 o	 saturados	 y	 que	
se	genera	a	partir	de	la	fosfatidilcolina	(PC)	










cito	 se	produce	 la	 interacción	 ICAM-1/LFA-
1	que	generaría	DAG	por	la	acción	conjunta	
de	 PLD	 y	 PAP.	 El	 DAG	 generado	 por	 estas	
enzimas	 es	 distinto	 en	 composición	 al	 pro-
cedente	 de	PLC	 y	 asemeja	más	 al	 existente	












PC1bPKCθ	 en	 la	 sinapsis	durante	el	 tiempo	
que	dura	 la	estimulación.	Esta	acumulación	















tura	 (27, 431),	 lo	 que	 sugiere	 la	 participación	








dad	 y	 localización	de	DGKs	 y	 explicaría,	 en	
nuestro	caso,	 las	diferencias	de	localización	
del	 GFPC1bPKCθ	 entre	 los	 distintos	modos	
de	estimulación.	




lación	 con	 péptido	 antagonista/agonista	
débil	 la	 localización	 del	 GFPC1bPKCθ	 se	 ve	
drásticamente	afectada	en	comparación	con	
SIINFEKL.	 Con	 un	 péptido	 similar	 al	 que	
hemos	 empleado	 nosotros	 otros	 autores	
han	 descrito	 que	 señales	 débiles	 producen	
una	menor	fosforilación	de	Erk,	localización	
de	 éste	 en	 cSMAC,	 y	 secreción	 de	 gránulos	
líticos	 en	 sinapsis	 de	 CTLs	 (201).	 La	 produc-
ción	 deficiente	 de	 DAG	 en	 estas	 condicio-
nes	 podría	 estar	 directamente	 relacionada	
con	todos	estos	hechos,	por	lo	que	sería	in-
teresante	 cuantificar	 estos	 parámetros	 en	
nuestro	sistema.	De	igual	modo,	datos	sobre	

















ando	 sistemas	 de	 bicapas	 lipídicas	 capaces	








de	 manera	 similar	 a	 sinapsis	 de	 linfocitos	





analizado	 la	 activación	ni	 la	 localización	de	




trámeros	 de	 MHC	 cargados	 con	 péptidos):	
en	este	caso	péptidos	de	alta	afinidad	produ-
cen	activación	y	localización	de	las	proteínas	
en	 membrana	 plasmática	 (pZAP70,	 Grb2/
Sos,	Ras/Raf,	RasGRP1,	pErk)	mientras	que	
péptidos	 de	 baja	 afinidad,	 que	 dan	 señales	
de	 selección	 positiva,	 localizan	 todos	 estos	
complejos	fosforilados	y	activos	en	membra-
nas	internas (90).	
Estas	 controversias	 en	 cuanto	 a	 la	 es-









La	 excepción	 en	 este	 caso	 la	 presenta	 Ras-
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GRP1,	capaz	de	 localizarse	parcialmente	en	
sinapsis.	 El	 péptido	 agonista,	 que	 provoca	
selección	negativa,	 localiza	 a	 todas	 las	 pro-
teínas	 en	 la	 sinapsis	 (figs R3 y R4).	 	 Estas	
diferencias	con	respecto	a	los	resultados	de	







De	 especial	 interés	 es	 la	 localización	 de	
RasGRP1	 que	 encontramos	 en	 sinapsis	 en	
condiciones	 de	 selección	 positiva:	 la	 débil	
activación	 de	 las	 cascadas	 de	 señalización	
con	el	péptido	de	baja	afinidad	que	vemos	en	
los	 experimentos	 de	 bioquímica	 (fig R3A) 
sugiere	 una	 sutil	 producción	 de	 DAG	 cuya	
acumulación	 no	 detectamos	 en	 la	 sinapsis	
(fig R5C).	No	obstante,	RasGRP1	es	capaz	de	
llegar	a	la	zona	de	contacto	en	esta	condición	
de	 señalización.	 La	 activación	 de	 Erk,	 más	
débil	que	en	el	caso	del	péptido	agonista,	se	
produce	en	cualquier	caso	a	nivel	de	mem-
brana	 plasmática;	 hasta	 el	 momento	 y	 en	
nuestras	 manos	 no	 hemos	 encontrado	 Erk	
activo	 en	 membranas	 internas	 en	 ninguna	








de	 RasGRP1	 en	 membrana	 plasmática,	 de-
tectando	 concentraciones	 bajas	 de	 DAG,	 es	
acorde	a	los	modelos	matemáticos	de	la	se-
ñal	digital	frente	a	analógica,	en	los	que	este	
GEF	 detectaría	 en	 concentraciones	 de	 DAG	




En	 cualquier	 caso,	 sería	 interesante	 en-
sayar	nuestras	sondas	de	DAG	así	 como	 las	
proteínas	reguladas	por	este	lípido	en	condi-
ciones	 de	 distintas	 intensidades	 de	 señali-




DAG en cascadas de señalización 
del TCR
En	nuestro	estudio	de	la	función	del	DAG	
en	 la	 señalización	 del	 TCR	 empleamos	 una	
aproximación	de	sobre-expresión	de	 la	qui-
mera	 proteica	 caDGK	 para	 eliminar	 el	 DAG	
producido	y	afectar	selectivamente	a	las	vías	
de	 señalización	 reguladas	 por	 este	 lípido.	
Sin	embargo,	encontramos	que	la	expresión	
ectópica	 de	 esta	 enzima	 produce	 una	 ate-
nuación	general	de	la	señal	del	TCR,	debido	
posiblemente	 a	 las	 interconexiones	 entre	




















































                                                   Discusión
mecanismos	 de	 retroalimentación	 negativa	
existentes	 en	 los	 procesos	 de	 transducción	
de	señales.	
Tras	 comprobar	 que	 la	 enzima	 diseñada	
se	 localizaba	 adecuadamente	 y	 presentaba	
actividad	 in vitro	pasamos	a	estudiar	el	 im-
pacto	en	los	distintos	eventos	subsiguientes	
a	 la	 estimulación	 del	 TCR.	 Las	 vías	 regula-
das	por	DAG	como	son	 la	activación	de	Erk	
y	 de	 PKC,	 estaban	 claramente	 afectadas	 en	
nuestras	células	que	sobre-expresan	caDGK.	




como	 RasGRP1	 son	 capaces	 de	 llegar	 a	 la	





hace	con	su	dominio	C1b	aislado	(fig R8B y 
R9B).	En	consonancia	con	esto,	y	como	se	ha	
comentado	 anteriormente,	 numerosos	 tra-
bajos	han	demostrado	que	la	localización	de	
PKCθ	depende	de	su	anclaje	a	CD28	(40, 85, 222, 
253, 355, 406, 499, 550).
En	 el	 caso	 de	 RasGRP1	 su	 translocación	
a	 sinapsis	 parece	 independiente	 de	 la	 pro-
ducción	 de	 DAG,	 como	 muestran	 los	 datos	
de	 localización	de	su	dominio	C1	(fig R8C) 
y	de	la	proteína	completa	en	ausencia	de	su-
perantígeno	 (fig R11B).	 No	 obstante,	 mu-
tantes	 del	 dominio	 C1	 de	 estas	 proteínas	
muestran	un	acusado	descenso	en	su	activi-
dad	catalítica	((440, 491)	y	datos	no	mostrados).	
Por	 tanto,	aunque	se	 tiene	 la	 idea	primi-
genia	de	que	la	función	del	DAG	es	localizar	
a	sus	proteínas	diana,	el	estudio	de	mecanis-
mos	 de	 activación	 de	 éstas	 pone	 de	 mani-
fiesto	que	este	concepto	no	es	del	todo	acer-




como	 proteínas	 andamio	 en	 la	 localización	
específica	 de	 estas	 proteínas	 a	 la	 sinapsis	
inmunológica.	 Esto	 sucede	 también	 en	 el	
caso	de	la	b2quimerina,	donde	la	resolución	
cristalográfica	 de	 la	 proteína	 mostró	 que	
el	 dominio	C1	permanece	oculto	 y	que	 son	

























La	 sobre-expresión	 de	 caDGK	 refleja	 un	
leve	 descenso	 de	 la	 fosforilación	 de	 proteí-
nas	tirosina	quinasas,	lo	que	trae	como	con-
secuencia	un	defecto	en	la	activación	final	del	
linfocito,	medido	 como	 expresión	 de	 CD69.	
Es	 de	 esperar	 que	 la	 disminución	 del	 DAG,	
como	segundo	mensajero,	afecte	a	efectores	
situados	por	debajo	de	él	en	las	cascadas	de	
señalización	 celulares.	No	obstante,	 la	 exis-
tencia	de	mecanismos	reguladores	negativos	
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regula	la	actividad	de	esta	Src	quinasa	(460).	
De	 hecho	 la	 participación	 de	 SHP-1	 en	
este	proceso	es	interesante	puesto	que	se	ha	
descrito	 que	 la	 unión	 de	 lípidos	 aniónicos,	
como	 el	 PA,	 estimula	 su	 actividad	 fosfatasa	
(124).	La	activación	de	DGKa	por	señalización	
del	TCR	podría	a	su	vez	inducir	la	activación	




jando	 disponible	 el	 sitio	 de	 anclaje	 S59.	 Al	
mismo	 tiempo,	 DGK	 activaría	 SHP1	 por	 la	
generación	de	PA,	que	tendría	disponible	 la	




En	 nuestros	 resultados	 podemos	 obser-




a	 cualquiera	 de	 las	 dos	 causas	 expuestas	
anteriormente,	 bien	 por	 la	 activación	 inefi-
ciente	de	Erk	o	bien	por	la	regulación	posi-
tiva	de	SHP-1.	En	cualquier	 caso,	el	defecto	
en	 fosforilación	 de	 Lck	 explica	 el	 descenso	
general	 en	 las	 subsiguientes	 fosforilaciones	
de	ZAP70,	LAT	y	PLCg1.	En	el	caso	de	la	ac-
tivación	 de	 PLCg1	 esta	 bajada	 es	 más	 evi-
dente:	 su	 fosforilación	 en	 la	 Y783,	 descrita	
como	lectura	de	su	activación,	está	reducida	
a	 la	 mitad	 en	 condiciones	 de	 estimulación	
soluble	(fig R13A).	La	regulación	de	PLC	de-
pende	no	sólo	de	su	reclutamiento	por	LAT	
sino	 de	 otras	 proteínas	 situadas	más	 abajo	
en	 la	 cascada	 de	 señalización,	 como	 GADS,	















Función del DAG en desarrollo y 
homeostasis de las células T
Durante	el	proceso	de	desarrollo	 los	 lin-
focitos	 existen	 dos	 eventos	 esenciales	 de	









jo.	 En	 todos	 estos	 casos,	 uno	 de	 los	 segun-
dos	 mensajeros	 esenciales	 generados	 es	 el	
DAG;	nos	dispusimos	a	estudiar	la	función	de	
este	lípido	en	cada	una	de	estas	situaciones	
mediante	 la	 expresión	 en	 transgénesis	 de	
caDGK.	
Los	 ratones	 caDGK	 presentan	 una	 evi-






Señalización del preTCR e IL-7 y efecto 
de la sobreexpresión de caDGK.
El	 hallazgo	más	 notable	 en	 nuestros	 ra-
tones	 transgénicos	 caDGK	 es	 la	 parada	 en	
ISPs,	 población	 en	 transición	 desde	 el	 es-
tadío	DN	a	DP.	Esta	población,	minoritaria	en	
porcentaje	en	timos	postnatales,	se	ha	visto	
incrementada	 en	 grandes	 proporciones	 en	
los	timos	transgénicos.	Los	experimentos	en	
timos	 fetales	 han	 evidenciado	 esta	 acumu-
lación.	 Estas	 células	 ISPs	 son	 incapaces	 de	
progresar	 en	 desarrollo	 ya	 que	 no	 inducen	
Función	del	diacilglicerol	en	el	desarrollo,	activación	y	homeostasis	de	células	T
									85
                                                   Discusión
expresión	 de	 CD4	 (fig R21A).	 En	 contadas	
ocasiones	 se	 ha	 observado	 esta	 parada	 en	
otros	modelos	animales:	tan	sólo	en	ratones	
que	sobreexpresan	el	factor	de	transcripción	








teración	del	 plegamiento	 del	ADN	es	 indis-
pensable	 para	 que	 los	 factores	 Runx	 ejer-
zan	su	 función	 (32).	Nuestros	ratones	caDGK	
tienen	levemente	incrementados	los	niveles	




momento	 la	 causa	 de	 este	 hecho,	 esto	 po-
dría	generar	 la	mayor	expresión	de	CD8	en	
nuestros	timocitos:	de	hecho	los	ratones	que	




ISPs	 caDGK	 no	 presentan	 niveles	 alterados	
de	 su	 receptor	 (fig R21C).	Sin	 embargo,	 si	
miramos	 en	 estadíos	 previos	 observamos	




transición	 de	 DN3	 a	 DN4	 implica	 superar	
eficientemente	la	señalización	del	preTCR	y	
selección	b:	 en	 este	punto	 son	 importantes	
tanto	la	señalización	por	Ras-Erk-Egr1	(87, 115, 
229, 298, 301) como	por	PI3K-Akt (210, 411, 412).	Cabe	
la	posibilidad	de	que	la	expresión	de	caDGK	
está	 afectando	 durante	 la	 señalización	 del	












7Ra	 es	 un	 hecho	 interesante	 que	 no	 se	 ha	
visto	en	ninguna	otra	de	las	modificaciones	
genéticas	 que	 afectan	 a	 la	 señalización	 del	
preTCR.	 Varios	 hechos	 relacionan	 este	 in-
cremento	en	los	niveles	en	superficie	de	IL-
7Ra	 con	 el	 fenotipo	 de	 los	 ratones	 caDGK:	
en	primer	lugar,	ratones	deficientes	en	Gfi1,	
represor	del	promotor	de	IL7RA, tienen	una	
redirección	 de	 las	 poblaciones	 hacia	 linaje	
CD8	 tanto	 en	 timo	 como	 en	 periferia	 (554),	
muy	similar	a	la	que	encontramos	nosotros;	
además,	la	señalización	por		IL-7Ra	controla	
negativamente	 la	 expresión	 de	 los	 factores	
TCF-1,	 LEF-1	 y	 RORg,	 necesarios	 para	 pro-
mover	la	transición	de	ISPs	a	DPs	(552);	final-
mente,	las	señales	de	IL-7Ra	tras	la	selección	
positiva	 están	 ligadas	 a	 la	 activación	de	 los	






la	 señalización	 de	 IL-7,	 que	 en	 condiciones	
normales	 ejerce	 un	 control	 negativo	 sobre	
la	 expresión	de	 su	 receptor	 (341),	 o	 el	 trans-
gén	mantiene	 la	 señalización	 por	 IL-7Ra	 a	







En	 resumen,	 todas	 estas	 observaciones	
sugieren	que	 los	niveles	de	DAG	sean	quizá	
necesarios	para	definir	el	estado	metabólico	
del	 timocito	 y	 que	 éste	 progrese	 de	 forma	
adecuada	 en	 estas	 primeras	 etapas	 del	 de-
sarrollo,	de	manera	independiente	de	la	pro-
ducción	de	DAG	por	el	preTCR.	Se	sabe	que	
los	 timocitos	 DN	 tienen	 un	 umbral	 de	 ac-
tivación	más	bajo	que	 los	DP	 (156),	y	que	 las	
poblaciones	DP	preseleccionadas	tienen	una	
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Señalización del TCR en células DP: efec-
to de las disminución de DAG en selección 
y linaje.
El	 otro	 hecho	 notorio	 en	 los	 timocitos	
transgénicos	caDGK	es	el	defecto	en	el	pro-
ceso	de	selección	positiva	de	las	células	DP:	
las	 células	 transgénicas	 presentan	 meno-
res	niveles	 de	Erk	 activo	 y	 la	 población	DP	
CD69+	es	menor	en	 los	 ratones	 caDGK	(fig 
R17A).	 Además	 los	 CD4	 SP	 se	 seleccionan	
ineficientemente	 o	 con	 menor	 frecuencia	
que	 las	CD8	SP,	 según	el	 análisis	de	 las	po-
blaciones	TCRhi	(fig R17B).	Para	corroborar	
estos	 defectos	 de	 selección	 de	 poblaciones	
restringidas	por	MHC	de	clase	II	empleamos	
los	 ratones	 transgénicos	 OT-II,	 confirmán-











experimentos	 intentando	 optimizar	 las	 tin-
ciones	de	CD2	en	timo	para	comprobar	esta	
hipótesis.	
La	 selección	 de	 las	 células	 CD8	 (CD8	
TCRhi)	se	ve	favorecida	en	los	ratones	trans-
génicos	 caDGK	 (fig R17B).	 Al	 analizar	 en	
hembras	 H-Y	 las	 poblaciones	 transgénicas	
caDGK	 encontramos	 un	 aumento	 impor-
tante	de	células	CD8	inmaduras	(HSAhi)	(fig 
R20B,20C).	 En	 los	 ratones	 caDGKxOT-I	 no	
encontramos	diferencias	en	timo,	aunque	sí	
hay	 un	 descenso	 de	 linfocitos	 T	 en	 perife-
ria	(fig R19).	Estos	resultados	obtenidos	se	












en	 las	 hembras	H-Y	pueden	 ser	 falsas	 ISPs,	
al	no	disminuir	 los	niveles	de	HSA	pero	ex-
presar	 prematuramente	 en	 transgénesis	 el	
TCR.	Por	otro	lado,	también	se	ha	implicado	








estos	 resultados	 deberían	 ser	 reevaluados	
para	 distinguir	 entre	 las	 implicaciones	 de	
la	activación	de	Erk	en	 la	 transición	DN-DP	
frente	a	DP-SP.	
En	 cualquier	 caso,	 los	 defectos	 en	 selec-
ción	y	el	desequilibrio	entre	las	poblaciones	
CD4	y	CD8	en	los	ratones	caDGK	son	consis-




pérdida	 de	 función	 de	 Ras	muestran	 todos	
defectos	en	selección	positiva	 (115, 153, 359, 472).	
Además,	 de	 acuerdo	 con	 el	 modelo	 de	 “ci-
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Curiosamente,	y	apoyando	esta	idea	de	la	
necesidad	de	DAG	en	 la	selección	de	pobla-
ciones,	 nuestros	 ratones	 caDGK	 muestran	
también	defectos	similares	a	los	ratones	de-
ficientes	 en	 Itk.	 En	 estos	 animales	 existen	








camente,	 Itk	es	 la	encargada	de	 fosforilar	a	
PLCg1	(54, 566),	y	este	hecho	es	crucial	para	la	
activación	de	esta	 lipasa	 (263, 415),	por	 lo	que	
estos	defectos	son	reflejo	también	de	una	ine-




tanto	 en	 timo	 como	en	periferia	 (24, 186).	 Es-
tas	 poblaciones	 están	 disminuidas	 en	 los	
ratones	TOX-/-	 (7),	por	 lo	que	serían	 intere-
santes	 evaluarlas	 en	nuestros	 transgénicos,	
dados	los	paralelismos	en	ellos	y	los	modelos	
animales	Itk-/-	y	que	sobre-expresan	TOX.
Homeostasis de linfocitos periféricos en 
los ratones caDGK
Finalmente,	 los	 defectos	 en	 la	 selección	
en	timo	en	los	ratones	caDGK	tienen	conse-
cuencias	 importantes	en	 las	poblaciones	de	
periferia,	 donde	 la	 proliferación	 inducida	
por	 la	 linfopenia	 (LIP)	 produce	 el	 fenotipo	
de	hiperactivación	que	muestran	las	células	








poblaciones	 en	 periferia	 muestran	 resulta-
dos	que	van	en	esta	dirección	(fig R26	y	da-
tos	no	mostrados).
A	 este	 resultado	 también	 podría	 contri-
buir	la	modulación	del	PA	generado	por	la	ex-
presión	de	caDGK	sobre	mTOR	(mammalian 
Target of Rapamicin).	Esta	proteína	 cumple	
funciones	esenciales	en	el	control	de	la	pro-
liferación,	de	la	síntesis	de	proteínas	y	de	la	
transcripción	 (108, 166, 224).	El	PA	se	une	a	ella	
y	ejerce	una	regulación	positiva	de	su	activi-
dad	quinasa (467).	En	células	T	se	han	descri-
to	 recientemente	 importantes	 funciones	 de	










en	 los	 ratones	 caDGK	 por	 parte	 de	 mTOR,	





DGKζ DGKζ DGKαDGKα DGKζ
RasGRP PKCθ
DAGDAG DAG












Función	del	diacilglicerol	en	el	desarrollo,	activación	y	homeostasis	de	células	T                                             Conclusiones
Conjuntamente	 nuestros	 datos	 indican	
la	 importante	 regulación	que	ejerce	el	DAG	
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Spatial compartmentalization of RasGRP1 is dictated by Ras interaction and diacylglycerol recruitment.  
Silvia Carrasco, María Almena and Isabel Mérida*







Running head:  Ras	and	DAG	binding	to	RasGRP1
Abbreviations: TCR, T cell receptor.  PLCg, phospholipase C g.  IP
3
, inositol-3,4,5-triphosphate.  DAG, diacylglycerol.  RasGRP1, 
Ras guanine releasing protein 1.  GEF, guanine exchange factor.  APC, antigen-presenting cell.  RBD, Ras binding domain. GFP, green 




















































also	 in	plasma	membrane	depending	on	phospholipase	D	 function	 (Mor et al.,	 2007).	 Studies	using	antibody-coated	beads	
nonetheless,	show	that	RasGRP1	is	found	at	the	immune	synapse	(Carrasco	and	Merida,	2004),	as	is	also	found	at	the	plasma	
membrane	following	IgM-induced	B	cell	activation	(Caloca et al.,	2003;	Beaulieu et al.,	2007),	suggesting	that	LFA-1	depending	
signals	are	not	required	for	plasma	membrane	localization.	Interestingly,	studies	in	thymocytes	show	internal	or	plasma	mem-
brane	RasGRP1	localization	depending	on	affinity	of	the	ligand	used	for	TCR	stimulation	(Daniels	et	al.,	2006).		
In order to find the molecular mechanism that explains the different RasGRP1 localizations described and its correlation with 
TCR signal intensity, we use Jurkat T cells and distinct TCR stimulation protocols.  We show using a fluorescent DAG sensor, that 
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differences in DAG generation kinetics are detected according to the protocol followed.  We analyze then if RasGRP1 localization 
was related to these changes in DAG level. We show that RasGRP1 localization at the plasma membrane, in the absence of DAG, 
is largely dictated by its interaction with Ras. Following TCR triggering, PLC-derived signals dictate RasGRP1 localization at the 
plasma membrane independently on Ras binding. This interplay between Ras/RasGRP1 and DAG/RasGRP1 complexes is controlled 
by DAG level and provides a mechanism for RasGRP1 localization/activation. As a result Ras is activated as a direct function of DAG 
production in the plasma membrane, an immediate result of signal intensity.
Materials and methods
Reagents. Poly-DL-lysine and bisindolylmaleimide I hydrochloride (Bim) were from Sigma; U73122 was from Calbiochem and 
staphylococcal enterotoxin E (SEE) from Toxin Technology. Chamber slides were from Nunc (Lab-Tek).  Antibodies used were: 
anti-CD3 and -CD28 (BD Pharmingen), anti-pan-Ras (Ab3; Oncogene) and anti-RasGRP1 (H-120; Santa Cruz Biotechnology), 
biotin-conjugated goat anti-mouse and anti-rabbit, and Cy3-goat anti-rabbit (Jackson ImmunoResearch).  NeutrAvidin Alexa fluor 
488 conjugate, BODIPY-TR-ceramide, CellTrace Far Red DDAO-SE (DDAO) and CellTracker Blue 7amino4chloromethylcoumarin 
(CMAC) were from Invitrogen.
Cell lines and transient transfections.  Jurkat and Raji cells were maintained in growth medium (RPMI 1640 (BioWhittaker) with 10% 
fetal bovine serum (FBS, Sigma) and 2 mM glutamine (BioWhittaker)).  EBV221 cells were cultured in RPMI 1640, 10% FBS, 4 mM 
glutamine, 50 mM bmercaptoethanol, 100 U/ml penicillin/streptomycin, 1x non-essential amino acids and 1 mM sodium pyruvate (all 
from BioWhittaker). Jurkat cells (1.2 x 107) in 400 ml of complete medium were transfected by electroporation with 20 mg DNA using 
a Gene Pulser (270 V, 975 mF; BioRad).  Cells were immediately transferred to 10 ml of growth medium and assayed 24 h later.
Plasmids and DNA constructs.  GFPC1bPKCθ and GFPC1RasGRP1 constructs have been described (Carrasco and Merida, 2004). 
Rat RasGRP1 cDNA  (J.C. Stone, Dept. Biochemistry, Univ. Alberta, CA) was fused at its N-terminus to GFP (pEGFP, Clontech) or 
to RFP (pmRFP donated by S. Mañes, CNB/CSIC, Spain).  All RasGRP1 mutants were generated using Quickchange Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene) and specific oligonucleotides for each mutation.  GFP3xRBD construct to detect endogenous Ras-GTP 































Stimulation with antibody-coated coverslips.  Antibodies were adsorbed to coverslips by coating the surface with anti-CD3+anti-
CD28 antibodies (5 mg/ml each in 100 mM Tris-HCl pH 8; 1 h, 37ºC). For stimulation, antibody solution was removed.  Transfected 
cells were treated (30 min, 4ºC) with BODIPY-Tr ceramide (5 mM in HBSS; 2 x 106 cells for each 100 ml), washed (x3) with growth 
medium and maintained in culture for at least 30 min.  Transfected cell, treated with BODIPY, or cotransfected cells were dropped 
onto the coverslips surface and maintained at 37ºC for the times indicated.  Cells were fixed with 2% paraformaldehyde (PFA), 
washed (3x) with Tris-HCl 150 mM pH 7.5 and mounted.  As a control (time 0), cells were dropped onto poly-DL-lysine-treated 
plates or coverslips. Coverslips were mounted on an Olympus Fluoview 1000 or a Leica TCS-NT confocal microscope and images 
were processed with Adobe Photoshop or ImageJ software, respectively. For the quantification of RFPRasGRP1 translocation in cells 
cotransfected, we counted, in four independent experiments, at least 50 cells in each condition analyzed.  Cells were classified in three 
different populations according to RFPRasGRP1 localization: only at plasma membrane, exclusively at internal membranes or at both 
membranes. Immunofluorescence.  Jurkat cells, alone or pre-incubated with APC, were transferred to poly-DL-lysine-coated coverslips 
and allowed to attach (15 min, 37ºC), fixed (4 min) with methanol (-20ºC) and washed three times in PBS.  When Jurkat cells were 
stimulated with antibody coated plates same conditions were used for fixing cells at indicated times.  Primary antibodies were incubated 
(18 h, 4ºC) and washed three times.  Secondary antibodies were incubated (1 h, 25ºC) and washed four times.  We used biotin-goat 
anti-mouse for panRas detection, and biotin-goat anti-rabbit or Cy3-goat anti-rabbit antibody for RasGRP1 detection.  When required, 
NeutrAvidin Alexa fluor 488 conjugate was used as a third antibody; cells were incubated (1 h, 25ºC) and washed five times.  All 
antibodies were diluted in PBS-3% FBS; all washes were 10 min each in PBS.
 Coverslips were mounted on an Olympus Fluoview 1000 confocal microscope and images obtained were processed with Adobe 




DAG generation and Ras activation at the T cell synapse as a result of TCR activation
	 To	be	active	RasGRP1	must	localize	to	cell	membranes,	where	Ras	is	located.	RasGRP1	has	a	C1	domain	characteristic	of	
DAG	binding,	and	DAG	production	is	considered	essential	for	RasGRP1	translocation	through	C1-mediated	DAG	interaction	(To-

















mulation	(Roose et al.,	2005;	Roose et al.,	2007).	As	a	PLC	inhibition	control,	we	examined	GFPC1bPKCθ,	which	did	not	relocate	
to	the	membrane	in	the	presence	of	U73122	(Figure	1A,	left).
RasGRP1 relocates to the T cell synapse even in the absence of SEE loading

























Triggering of the Ras-ERK-CD69 pathway by RasGRP1 relies on DAG-regulated signals. 
In response to TCR stimulation, PLCg activation increased DAG levels and induced an increment in intracellular Ca2+ levels 
(Secrist et al., 1991).  Both second messengers can affect RasGRP1 directly, due to the presence of a C1 domain and two EF hands 
in its primary sequence (Ebinu et al., 1998). However, our data indicate that both endogenous and ectopically expressed RasGRP1 
relocate to the cell-cell contact region independently of PLCg activity but Ras-GTP production requires a functional PLCg.  These 
results differ from the consensus model of RasGRP1 activation mechanism in which the proximity to the membrane, induced by DAG 
accumulation, is enough to induce Ras-GTP production.  To further analyze this discrepancy and the relevance of PLCg activity for 
RasGRP1 function and/or localization we generated a panel of GFP fused RasGRP1 constructs bearing punctual mutation that impaired 
either the C1 domain or each of the EF hands function.  Localization was assessed by confocal microscopy whereas RasGRP1 activity 
was determined by analyzing the surface expression, on resting Jurkat cells, of the early activation marker CD69, previously described 

























These experiments suggested that, whereas RasGPR1 activity relies on the second messenger DAG, its recruitment to the cell 
contact zone is independent on DAG accumulation. The high percentage of cells, (never lower than 50%, Supplemental table 1), 
showing plasma membrane localization of either endogenous RasGRP1 or ectopically expressed wild type or mutants GFPRasGRP1 
under conditions where no DAG is generated, suggest that RasGRP1 behavior differs from that of other DAG-effectors. Contrary to 
the classical activation mechanism described for other C1 containing proteins, characterized by protein relocalization from cytosol 
to membranes in response to stimulus-dependent DAG generation, RasGRP1 appears to be recruited to the plasma membrane in a 
stimulus-independent manner. 














































In the absence of Ras interaction, RasGRP1 recruiting to the T cell synapse requires of functional C1 domain and EF hands
The	previous	experiments	suggested	that,	whereas	TCR-triggered	PLC	activation	provides	the	signals	necessary	for	Ras-


















Subcellular RasGRP1 distribution depends on Ras interaction and intracellular DAG levels
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The strict requirement of a functional C1 domain for RasGRP1 activity confirms previous observations showing that DAG binding 
to RasGRP1 promotes its GEF activity. Our experiments here demonstrate for the first time that, in the absence of receptor-triggered 
DAG elevation, Ras binding to RasGRP1 favors its stabilization at the membrane. The Ras guanine nucleotide exchange mechanism 
catalyzed by the GEFs has been intensively investigated. The current GEFs action mechanism propose that GEFs promote nucleotide 
exchange by competing with the nucleotide for binding to the G protein (Bos et al., 2007). The interaction of a GEF weakens the 
affinity for the nucleotide and, in turn, the nucleotide weakens the affinity for the GEF.  Given the DAG binding requirement for 
RasGRP1 activity and the release of GTP loaded Ras as a consequence of this activation, DAG and Ras might be considered “opposite 
partners” of RasGRP1. Inactive RasGRP1 would stabilize at the membrane by virtue of its interaction with Ras, whereas DAG binding 
to the RasGRP1 C1 domain would result in RasGRP1 activation, which would in turn release Ras-GTP. 









































The identification of RasGRP1 as a GEF for Ras in T cells ended a long search for the mechanism linking DAG generation with Ras 
activation (Izquierdo et al., 1992).  By analogy with the PKC family, it was early assumed that RasGRP1 membrane recruiting relied 
on DAG binding (Bivona et al., 2003), although new elements implicated in protein translocation are still being characterized (Caloca 
et al., 2003; Beaulieu et al., 2007).  Since RasGRP1 cDNA was cloned in 1998 the spatial localization of RasGRP1 within T cells has 
been a matter of intense debate.  Initially, ectopically expressed RasGRP1 was shown to relocate to internal membranes by virtue of its 
C1 domain suggesting that Golgi localization was the main site of Ras activation in response to DAG-mediated RasGRP1 activation 
(Bivona et al., 2003).  Latelly, it has been shown how TCR and LFA-1 co-stimulation induced protein accumulation and activation 
both at internal and plasma membranes (Mor et al., 2007). However, we have previously described that RasGRP1 localization at 
plasma membrane did not require other signals distinct from TCR triggering induced by antibody coated beads (Carrasco and Merida, 
2004) or by antibody coated plates and how this localization changed from plasma to internal membranes when diacylglycerol kinase 
alpha, an enzyme that reduces DAG levels at the plasma membrane, was overexpressed (Sanjuan et al., 2003).  Interestingly, studies 
in thymocytes have shown same changes in RasGRP1 subcellular localization depending on the TCR affinity of the peptide presented 
to the cell (Daniels et al., 2006).  Our studies here reveal novel aspects of the mechanisms governing RasGRP1 membrane recruitment 
and help us to understand how RasGRP1 senses signal intensity, translating it into Ras activation and, consequently, cell outcome.
The use of a well-established T cell model has allowed us to explore in detail the role of DAG and of the distinct RasGRP1 
domains in the activity and subcellular localization of this protein.  Our experiments show that, in the absence of receptor-triggered 
DAG elevation, Ras interaction is largely responsible for directing RasGRP1 localization.  These results suggest that some of the 
studies using ectopically expressed Ras could affect RasGRP1 localization. Elimination of Ras binding shows the strict dependence of 
RasGRP1 on its regulatory domains for membrane translocation, suggesting that the two products of PLC activation, Ca2+ and DAG, 
























This Ras/RasGRP1 interaction could facilitate partial RasGRP1 activation, as it places the protein in the context of membrane rafts, 
in which saturated fatty acid composition of DAG resembles that of the internal membranes (Brown and London, 1998).  Although our 
data and those from other groups (Bivona et al., 2003) indicate that the RasGRP1 C1 domain must be masked in the full-length protein 
to prevent internal localization, some exposed RasGRP1 C1 domains could detect DAG in rafts, which would induce protein activation. 
Such basal activation would help to explain the requirement for RasGRP1 dependent Ras-GTP generation for priming and activation of 
the GEF SOS, prior to TCR stimulation (Roose et al., 2007).  Our hypothesis of a pool of RasGRP1 bound to DAG in rafts is supported 
by differences in percentages of WT or C1 domain mutant transfected cells showing protein accumulation in Jurkat:unpulsed APC 
contact zone (WT: 71%; F544G: 56%).  This postulated RasGRP1 regulation, dependent on Ras binding and detection of DAG in rafts, 
would also explain how RasGRP1 induces cell transformation when overexpressed (Klinger et al., 2005).
This	model,	in	which	DAG	is	not	only	responsible	for	RasGRP1	translocation	but	activates	and	stabilizes	this	protein	at	the	
















GRP1	in	positive	selection	(Dower et al.,	2000;	Priatel et al.,	2002;	Priatel et al.,	2006).	While	negative	selection	it	is	apparently	









In this study we have characterized the molecular mechanism that confer on RasGRP1 the ability to modulate the intensity and 
duration of Ras activation based on differences on DAG generation in response to TCR stimulation.  The role of RasGRP1 as a sensor of 
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Figure legends






incubation	with	APC.	 	U73122	concentration	was	maintained	 throughout	 the	assay.	 	Phase	contrast	 images	 (overlay)	show	
cell:cell	contact.	The	percentage	of	cells	that	show	protein	localization	at	the	cell-cell	contact	zone	is	indicated	for	each	condi-
tion.



















Figure	4.	Translocation of GFPRasGRP1 mutants in the presence of SEE-pulsed and -unpulsed APC.		Percentage	of	cells	showing	



































Supplemental	data	1:	RasGRP1 and GFPRasGRP1 localization.		Jurkat	cells	were	resuspended	in	HBSS,	placed	on	poly-DL-lysine-
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Supplemental data 2 
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